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Premiére partie

Contexte neurobiologique et
technologique






Chapitre 1

Métabolisme énergétique cérébral et
neurodégénérescence

1.1 Introduction au métabolisme énergétique

Tout échange ou transformation d’énergie dans un systeme ouvert augmente Sa

tendance spontanée vers le désordre.

Comment concilier le second principe de la thermodynamique (énoncé ci-dessus), qui
suppose l'augmentation constante de l’entropie de I'Univers, avec la nature hautement
organisée des étres vivants 7 Pour comprendre cette observation, il est nécessaire de consi-
dérer chaque systéme biologique (biosystéme) comme un systéme ouvert en déséquilibre
permanent. En effet, afin d’assurer sa survie par une continuelle auto-réplication de sa
forme et de sa structure, un biosystéme doit en permanence se maintenir hors équilibre en
assurant le renouvellement de ses molécules et le maintien des grandeurs dites de tension
des compartiments qui le composent. Pour ce faire, un organisme vivant puise de 1’énergie
dans l'environnement afin de la convertir en travail utile, et rejéte de la chaleur et des
molécules de faible énergie dans le milieu extérieur. Par ce processus, I’énergie libre du
biosystéme augmente au fur et a mesure que son entropie propre diminue et que I'entropie
de I'Univers (systéme biologique + environnement) augmente. Ainsi, les organismes vi-
vants sont des ilots de faible entropie qui, en combattant leur propre tendance au désordre,

contribuent a rendre I'Univers de plus en plus désordonné.



4 1. METABOLISME ENERGETIQUE CEREBRAL ET NEURODEGENERESCENCE

Notion d’énergie libre Dans le monde animal, toute I’énergie utilisée par les biosys-
temes dit hétérotrophes provient exclusivement de la scission de molécules organiques
directement ou indirectement produites par le monde végétal, et qui portent le nom de
nutriments ou substrats énergétiques. Au niveau de I'organisme, la conversion de 1’énergie
contenue dans ces nutriments en travail utile a lieu au cours de réactions biochimiques
complexes. L’ensemble de ces réactions de synthese et de dégradation est appelé méta-
bolisme (du grec metabolé changement). Afin de pouvoir comprendre les différentes voies
métaboliques, il est tout d’abord nécessaire de classifier les différentes réactions biochi-
miques et, pour ce faire, d’introduire la notion d’énergie libre. Par définition, I’énergie libre
G, ou énergie de Gibbs, est la partie de ’énergie d’un systéme qui peut produire du travail
a température et a pression constante. Par extension aux systémes biologiques, 1’énergie
libre Gj,, énergie utilisable par les cellules, mesurée in vitro dans les conditions biochi-
miques suivantes (dites conditions standard biologiques) : T=298K, pH=7, P=101.3kPa,
[S|=1M . Elle est donnée par 'équation :

Gl = H) — TS, (L.1)

ou H| est I’énergie potentielle totale (enthalpie) contenue dans les liaisons chimiques , T
la température du biosystéme et S| 'entropie de la molécule qui quantifie sa propension
a perdre de I’énergie sous forme de chaleur. Ainsi, I’énergie libre prend en compte le fait
que la dégradation d’un substrat énergétique s’accompagne irrémédiablement d’une perte
d’énergie sous forme de chaleur, énergie non utilisable par les cellules et donc évacuée.
Considérons alors une réaction chimique simple, dans laquelle un substrat (S) donne un
produit (P). Les systémes biologiques opérant a température et a pression constante, il
est possible de prévoir le sens et le degré de spontanéité des réactions qui s’y déroulent
en évaluant la différence d’énergie libre AG| entre les produits et les réactifs (Equations

1.2).

S = P (1.2)
AGy, = Gy -G§
AG, = RTInKe
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ou Ke est la constante d’équilibre de la réaction, R est la constante des gaz parfaits
(R = 8,314472J. K ~1.mol™"), et T est la température du systéme (ici T=298K car condi-
tions standard biologiques). Ainsi, une réaction exergonique (AG{ < 0) est une réaction
qui s’accompagne d’une libération nette d’énergie; cette réaction peut étre spontanée ou
nécessiter 'apport d’une énergie dite d’activation AFE, > 0 pour avoir lieu. Au contraire,
une réaction endergonique (AG{ > 0) est forcément non spontanée et nécessite 'apport

d’une énergie au minimum égale & AG{, pour se produire.

Meétabolisme énergétique cérébral Le terme de métabolisme regroupe l’ensemble
des réactions chimiques de synthése et de dégradation ayant lieu dans un biosystéme.
Dans ce rapport, nous nous intéresserons exclusivement au métabolisme énergétique cé-
rébral et plus spécifiquement aux voies métaboliques cérébrales de synthése d’énergie.
En effet, les demandes énergétiques du cerveau sont collossales : alors qu’il représente
seulement 2% de la masse corporelle, sa consommation d’oxygeéne et de glucose représente
environ 20% de celle de I'organisme complet et le flux sanguin qu’il recoit 10% du flux
cardiaque total (Magistretti et al., 1999). Ainsi, dans les sections suivantes seront tout
d’abord énoncées briévement les différents voies endergoniques correspondant aux diffé-
rents travaux cellulaires puis seront détaillés les différents mécanismes biochimiques de

synthése d’énergie occurant dans le cerveau.

1.1.1 ATP et travail cellulaire

Le role principal du métabolisme énergétique cellulaire est de transférer de 1’énergie aux
réactions endergoniques en les couplant a des réactions exergoniques, via un intermédiaire
énergétique phosphorylé : on parle de couplage énergétique cellulaire. Au niveau cérébral,
tout comme d’ailleurs dans la majorité des autres organes, la molécule énergétique phos-
phorylée la plus utilisée est 1’adénosine tri-phosphate (ATP), molécule a haute énergie
libre stockée massivement dans les cellules. L’ATP est un nucléoside tri-phosphate formé

d’une adénine liée a un ribose, lui méme relié a trois groupements phosphates (Figurel.1).

La queue triphosphatée de ’ATP est un segment thermodynamiquement instable, les trois

groupements phosphates portant des charges négatives exercant entre elles des forces ré-
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FiG. 1.1 — Structure chimique d’une molécule d’ATP L’ATP est un nucléoside
tri-phosphate formé d’une adénine liée a un ribose, lui méme relié a trois groupements
phosphates

pulsives. Ainsi, 'ATP est une molécule facilement hydrolysable au niveau de la derniére
liaison phoshate, les produits de cette réaction étant 1’adénosine di-phosphate (ADP) et
le phosphate inorganique (Pi), produits thermodynamiquement plus stables (Equations
1.3). L’hydrolyse de 'ATP est donc une réaction exergonique libérant en conditions stan-
dard biologiques une énergie de 30.5kJ par mole d’ATP hydrolysée. In vivo, on estime
que la valeur de AG se situe plutot autour de 60 kJ par mole (Erecinska and Silver,
1989). En effet, in vivo, les concentrations relatives d’ATP, d’ADP et de Pi sont mainte-
nues hors équilibre ([ATPlin vivo > [AT Plin, vitro , contrairement aux conditions standard

biologiques ou les composés sont en équilibre (K=Ke).

ATP — ADP + Pi (1.3)

AGy = —30.5kJmol™!
[ADP]|Pi]

AG = AG T
G Gy + RTIn ATP

Q

—60kJ.mol ™!

A D'intérieur des cellules, I’énergie libre dégagée par cette hydrolyse est directement trans-
férée a des processus endergoniques grace a des enzymes spécifiques de couplage. Ces
enzymes permettent le transfert du groupement phosphate de ’ATP sur le substrat de la
réaction, créant un intermédiare phosphorylé moins stable mais plus réactif que le substrat
original. Ce phénomeéne est connu sous le nom de phosphorylation au niveau du substrat.
La création de ces intermédiaires phosphorylés permet la réalisation des divers travaux

cellulaires, dont les trois types principaux sont :
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AS>0 . AS=0 |
5 . ATP |
Nutriments | Nutriments AG,
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' Wmécanique I
C02 CO2 Wchimio-osmotique
Déchets <mmmm Déchets :
E thermique i = thermique ADP+Pi E

Plasma Organe
e Biosysteme
Environnement

Fi1G. 1.2 — Schéma énergétique général d’un biosystéme. Les nutriments énérgé-
tiques et le dioxygéne sont prélevés dans ’environnement par le biosystéme dans lequels
ils sont convertis en molécules d’ATP utilisées pour les différents travaux cellulaires (W).

— Le travail de synthése chimique, tel que la synthése de polymeéres complexes a haute
énergie libre a partir de monomeéres (synthése d’acides nucléiques a partir de nucléotides
ou de protéines a partir d’acides aminés par exemple).

— Le travail mécanique, qui inclut le transport de vésicules le long des fibres du cytosque-
lette ou les phénoménes d’endocytose et d’exocytose se produisant lors de transmissions
synaptiques par exemple.

— Le travail osmotique ou chimio-osmotique, consistant principalement a maintenir les
potentiels de membrane (cellulaires et mitochondriaux) en maintenant 1’homéostasie

cellulaire et les gradients ioniques en particulier.

Ces travaux cellulaires sont également appelés voies anaboliques car ce sont des voies
qui consomment ’énergie produite. Afin de fournir ’ATP nécessaire a ces travaux, il
existe également des voies dites cataboliques qui, utilisant 1’énergie libre fournie par les

nutriments et le dioxygéne issu de la respiration, permettent la synthése du stock d’ATP
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cellulaire et sa régénération permanente (Erecinska and Silver, 1989).

1.1.2 Principaux mécanismes cataboliques cérébraux

Dans cette section, nous nous intéresserons plus précisement aux différents mécanismes de
synthése d’ATP ayant lieu dans les cellules cérébrales (neurones ou cellules gliales), I’im-
portance relative des différents mécanismes cataboliques variant considérablement d’un
organe a l'autre. Dans le cerveau, la principale voie catabolique utilisée par les cellules
est la respiration cellulaire aérobie. Cette voie peut se décomposer en trois étapes prin-
cipales que nous décrirons en détail par la suite : (i) la glycolyse, (i) le cycle de Krebs
et (iii) la phosphorylation oxydative. Bien que les glucides, les lipides et les protéines
puissent, aprés traitement, devenir des combustibles de la respiration cellulaire aérobie,
il est d'usage de présenter les étapes de la respiration cellulaire aérobie en décrivant la
dégradation du glucose (CgH1206). L'équation bilan théorique de cette voie catabolique

est la suivante :

06H1206+602 — 6OOQ+6HQO (14)
AGy = —2871kJmol™!

Mécanismes d’oxydoréduction Par définition, une réaction d’oxydoréduction (ré-
dox) est une réaction au cours de laquelle des électrons e— sont transférés entre deux
composés X et Y : Xe” +Y — X + Ye . La substance X, i.e. le donneur d’électrons,
est appelée agent réducteur et est oxydée au cours de la réaction. De méme, la substance
Y, i.e. I'accepteur d’électrons, est appelée agent oxydant et est réduite au cours de la
réaction. Cependant, il faut noter que les réactions rédox n’impliquent pas toujours le
transfert complet des électrons d’une substance a l'autre ; certaines ne font que modifier
le degré de mise en commun des électrons dans les liaisons covalentes. Cette variation
de degré de mise en commun est déterminée par les électronégativités respectives des
donneurs et des accepteurs. Ainsi, un électron libére de I’énergie potentielle lorsqu’il est
transféré d’un atome faiblement électronégatif vers un atome fortement électronégatif, et
vice versa. Etant donné sa forte électronégativité, le dioxygeéne O, figure parmi les agents

oxydants les plus puissants.
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Considérons maintenant I’équation bilan de la respiration aérobie (Equation 1.4) sous
I’angle de I'oxydoréduction. Cette réaction correspond a une oxydation du glucose couplée
a une réduction du dioxygéne, au cours de laquelle il y a libération d’énergie potentielle
par transfert d’électrons. En effet, le degré de covalence des électrons change lorsque 1’hy-
drogéne est transféré a I'oxygéne. Ainsi, les nutriments énergétiques sont des réservoirs
d’électrons associés a ’hydrogéne. Malgré son caractére fortement exergonique AGY < 0,
la combustion du glucose par l'oxygéne n’est pas une réaction spontanée mais nécessite
pour étre amorcée 'apport d’une énergie d’activation AE, > 0. In vivo, le franchisse-
ment de la barriére d’activation est rendu possible par la présence d’enzymes spécifiques.
Cependant, il faut noter qu’il est difficile d’exploiter efficacement 1’énergie lorsqu’elle se
libére d’un bloc d’un combustible. Ainsi, la respiration cellulaire n’oxyde pas le glucose en
une seule étape explosive mais en une série d’étapes toutes catalysées par un coenzyme.
Lors de certaines de ces étapes, des atomes d’hydrogéne sont arrachés a la molécule de

glucose et permettent la réduction de coenzymes particuliers : le nicotinamide adénine

dinucléotide (NADT) et la flavine adénine dinucléotide (FAD).

AG)
AG)

—219k J.mol "

Q

—170kJmol ™"

Q

Lors de ces réductions, controlées par des enzymes dites déshydrogénases, les électrons
transférés perdent peu de leur énergie potentielle. Ainsi, les coenzymes réduits NADH, H
et I'ADH, représentent une réserve d’énergie qui sera utilisée par la chaine respiratoire

pour synthétiser de I’ATP.

Glycolyse

La glycolyse, littéralement dégradation du glucose, a lieu dans le cytoplasme des cellules et
est le premier stade catabolique de la respiration cellulaire aérobie. Elle débute la dégrada-
tion du glucose en le scindant en deux molécules de pyruvate C3 H,03. Cette dégradation
peut se subdiviser en dix étapes successives chacune catalysée par une enzyme spéci-

fique (Figure 1.3). Les cinq premiéres étapes représentent la phase dite d’investissement
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d’énergie durant laquelle des molécules d’ATP sont consommées afin de phosphoryler les
molécules combustibles. Au cours des cinq derniéres étapes, i.e. la phase de libération
d’énergie, des molécules d’ATP et de NADH, H+ sont synthétisées. Le bilan net de la

glycolyse est le suivant :

CeH1206 + 2ADP + 2Pi+ 2NAD" — 2C3H,03 + 2ATP + 2NADH +2H"  (1.6)

Ainsi, I’énergie libre stockée par les cellules dans les produits de la glycolyse (ATP et
coenzymes réduits) est environ AGH = 2 x (—60kJmol™) + 2 x (=219kJ.mol™') =
—558k.J.mol™t, c’est-a-dire approximativement 19% de 'énergie libérable par mole de

glucose (Equation 1.4). Le reste de I’énergie reste stocké dans les molécules de pyruvate.

Cycle de Krebs

Les molécules de pyruvate libérées par la glycolyse entrent dans les mitochondries ou
elles sont converties en acétylCo-A par un complexe multi-enzymatique. Cette réaction
exergonique permet la formation d’une molécule de NADH, H* par molécule de pyruvate.
L’acétyl-CoA va alors subir un cycle de dégradation totale dans la matrice mitochondriale.
Ce cycle catabolique est appelé cycle de Krebs (Krebs, 1940b, Krebs, 1940a) ou encore
cycle de l'acide citrique (Figure 1.4). A chaque tour du cycle de Krebs, deux atomes
de carbone entrent sous la forme relativement réduite de l'acétyl-CoA et deux autres
atomes de carbone ressortent sous la forme totalement oxydée du dioxyde de carbone
COs,. La majeure partie de I’énergie fournie par les étapes d’oxydation du cycle de Krebs
est stockée sous forme de coenzymes réduits (3NADH, H' et 1FADH, produits par
molécule d’acétyl-CoA dégradé), une seule molécule d’ATP étant produite directement le
long du cycle de Krebs par le mécanisme de phosphorylation au niveau du substrat. Les
coenzymes réduits ainsi engendrés sont ensuite utilisés le long de la chaine de transport

d’électrons afin de synthétiser de I’ATP.
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FiGg. 1.3 — Glycolyse Chaque molécule de glucose est dégradée en deux molécules de

pyruvate au cours de dix étapes consécutives. Deux molécules d’ATP et deux molécules
de NADH, H" sont ainsi libérées. D’aprés Karl J. Miller, www. gwu. edu.
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Fi1G. 1.4 — Cycle de Krebs A chaque tour du cycle de Krebs, deux atomes de carbone
entrent sous la forme réduite de 'acétyl-CoA et deux autres atomes de carbone ressortent
sous la forme totalement oxydée du dioxyde de carbone C'O,. La majeure partie de I’éner-
gie fournie par les étapes d’oxydation du cycle de Krebs est stockée sous la forme de
3NADH, H" et 2F AD H,, une seule molécule d’ATP étant produite directement. D’aprés

Karl J. Miller, www. gwu. edu.
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Chaine de transport d’électrons et phosphorylation oxydative

A ce stade de la respiration cellulaire, la dégradation d’une mole de glucose a seulement
permis la production directe de deux moles d’ATP par phosphorylation au niveau du
substrat. La majeure partie de ’énergie initiale du glucose est en effet stockée dans les

coenzymes réduits NADH, H" et FADH,.

Chaine de transport d’électrons La chaine de transport d’électrons est un ensemble
de molécules enchassées dans la membrane interne mitochondriale (Figure 1.5 (a)),
membrane dont la surface est considérablement accrue par la présence de crétes. Toutes
les molécules de la chaine de transport, excepté 1'ubiquinone, sont des protéines liées
a des groupements dits prosthétiques qui, lors du transport d’électrons le long de la
chaine, oscillent entre les états réduits et oxydés. La fonction de cette chaine de transport
consiste a transférer les électrons des nutriments, stockés sous forme de coenzymes réduits
NADH, H" et FADH,, a1’oxygéne moléculaire, accepteur final de la chaine, en une série
d’étapes libérant I’énergie de maniére controlée. Afin de comprendre comment la chaine
de transport d’électrons produit de I’énergie, il est nécessaire de concevoir le transport
d’électrons le long de la chaine comme une "descente" énergétique, c’est-a-dire une suite de
réactions redox visant a réduire l'intervalle d’énergie libre entre les donneurs d’électrons
initiaux (NADH, H" et FADH,) et Paccepteur final Oq. Il faut également noter que,
alors que les molécules de NADH, H" libérent leurs électrons au niveau du complexe I,
les coenzymes F'AD H, transférent leurs électrons plus en aval, au niveau du complexe II
(Succinate déshydrogénase SDH). Ainsi, la chaine d’électrons fournit environ 30% moins
d’énergie a la synthése d’ATP lorque le donneur d’électrons est F"AD Hy que lorsqu’il s’agit
de NADH, H". L’énergie libérée au cours de la descente énergétique est utilisée afin de
véhiculer des protons H™ & travers la membrane interne mitochondriale, de la matrice
vers l’espace intermembranaire, créant ainsi un gradient électrochimique a I’origine d'une

force dite protomotrice.

Couplage chimio-osmotique Outre les chaines de transport d’électrons, la membrane
interne mitochondriale renferme de nombreux exemplaires d’un complexe protéique appelé

ATP synthétase (Figure 1.5 (b)). Ces complexes protéiques étant les seuls segments
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membranaires perméables aux protons, les H' accumulés dans I’espace intermembranaire
vont, sous l'effet de leur gradient électrochimique, traverser la membrane au niveau de
ces complexes. Le passage du flux protonique entraine alors des changements complexes
de conformation du complexe protéique ainsi que des mouvements de rotation qui sont &
l'origine de la synthése d’ATP (Noji et al., 1997, Elston et al., 1998, Rastogi and Girvin,

1999, Stock et al., 1999). Ce mécanisme de couplage est appelé chimio-osmose.

Bilan énergétique

Considerons tout d’abord les équations bilan des deux premiéres étapes de la respiration

cellulaire aérobie, a savoir la glycolyse et le cycle de Krebs :

CsH1306 +2ADP +2Pi +2NADT — 2C3H,O3 +2ATP +2NADH +2H*

203H403 4+ 2ADP + 2Pi+ 6 H50 6C0, +2ATP
+8NAD' +2FAD — +8NADH +8H' +2FADH,

Notons dans un premier temps que les deux moles de NADH, H" produites dans le
cytoplasme au cours de la glycolyse sont ensuite converties en F'AD H, lors de leur passage
dans la matrice mitochondriale. Ainsi, au final, une mole de glucose produit en réalité 8
moles de NADH, H" et 4 moles de FADH, qui vont étre utilisées par la chaine de

transport d’électrons.

Pour pouvoir établir un bilan énergétique total de la respiration cellulaire, il est alors
nécessaire d’introduire le rapport dit P/O. Par définition, le rapport P/O est le nombre
de molécules d’ATP synthétisées par atome d’oxygéne réduit. La mesure des valeurs réelles
des rapports P/Onapp u+ et P/Opapn, a longtemps présenté de nombreuses difficultés,
en particulier in vivo, ce qui explique une variabilité importante des valeurs rapportées

dans la littérature (Hinkle, 2005 pour revue). On a en effet longtemps considéré que
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F1G. 1.5 - (a) Chaine de transport d’électrons et (b) ATP synthétase. La fonction
de la chaine respiratoire (a) consiste a transférer les électrons des nutriments, stockés sous
forme de coenzymes réduits NADH, H' et FADH,, a 'oxygéne moléculaire, accepteur
final de la chaine, en une série d’étapes libérant 1’énergie de maniére controlée. Le gradient
protonique résultant est a l'origine d’un flux de protons qui, en traversant la membrane
externe mitochondriale, va entrainer des changements de conformations complexes de
I’ATP synthétase (b) a l'origine de la synthése d’ATP (Stock et al., 1999).
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le transfert des électrons du NADH, H" a l'oxygéne le long de la chaine respiratoire
produisait environ 3 ATP (P/Onapm.u+ = 3), et que celui du FADH, générait environ
2 ATP (P/Opapm, = 2). Ces valeurs ont cependant été corrigées et déterminées avec
précision depuis. Une étude récente a en effet permis de déterminer les valeurs de ces
rapports, en montrant que le phénomene de translocation, c’est-a-dire 1’échange d’un
ATP sortant contre un ADP entrant lors du passage du flux protonique a travers I’ATP
synthétase, contribuait a ce que les rapports P/O soient des nombres fractionnaires :

P/ONapap+ =23 et P/Opapu, = 1.4 (Stock et al., 1999, Hinkle, 2005).

Les valeurs des rapports P/Onapy u+ et P/Opapy, étant maintenant connues précise-
ment, il est alors possible d’effectuer un bilan énergétique théorique de la respiration cel-
lulaire. Sachant que P/Onapp g+ = 2.3 et que P/Opapm, = 1.4, la respiration cellulaire
produit théoriquement N=4-+8x2.34+4x1.4= 28 moles d’ATP par mole de glucose dégra-
dée. Sachant de plus que I'oxydation de chaque mole de coenzymes réduits (NADH, H™*
et FADH,) s’accompagne de la réduction d’une mole d’oxygéne (Equations 1.6), le
rapport P/Ogope théorique de la respiration cellulaire est de P/Ogopq = 28/12 = 2,33.
Etant donné que l'oxydation compléte d'une mole de glucose libére en conditions stan-
dard biologiques une énergie de AG, = —2871kJ.mol™! et que I'hydrolyse d’une mole
d’ATP en conditions physiologiques libére une énergie de AG ~ —60k.J.mol~!, il est pos-
sible d’établir le rendement théorique maximal r de la respiration cellulaire. On obtient
un rendement de lordre de r ~ 59%, le reste de ’énergie étant perdu sous forme de
chaleur. Cependant, il faut souligner que le rapport P/Ogopa et le rendement théorique
calculés précédement sont a priori largement surestimés. En effet, les calculs précédents
sont basés sur I’hypothése que les couplages entre glycolyse, cycle de Krebs et phospho-
rylation oxydative sont parfaits, c¢’est-a-dire qu’il n’existe aucune perte et/ou qu’aucun
autre flux n’intervient dans ces couplages, ce qui n’est probablement pas le cas in vivo.
Par conséquent, afin de déterminer le rapport P/Ogopa et le rendement réel de la respi-
ration cellulaire in wvivo, il est nécessaire de connaitre les valeurs réelles des vitesses du
flux glycolytique, du cycle de Krebs et de la phosphorylation oxydative afin d’évaluer leur

couplage.
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1.1.3 Variabilité métabolique

Outre les variations métaboliques temporelles, liées a ’activité cérébrale et aux conditions
physiologiques, le cerveau présente une variabilité métabolique régionale remarquable. Au
niveau macroscopique, il a été montré qu’il existe une différence de niveau de métabolisme
énergétique entre les matiéres grises et blanches (Clarke and Sokoloff, 1994, Valette et al.,

2008).

Glutamatergic
synapse

Capillary
Ko
" Na*, K*-ATPase

Na*

F1G. 1.6 — Astrocyte-neuron lactate shuttle Ce modéle décrit comment, lors de I’ac-
tivation, le lactate issu de la glycolyse astrocytaire peut étre transféré des astrocytes vers
les neurones ot il sera utilisé comme substrat énergétique. D’apres Magistretti et al., 1999.

Cette variabilité se retrouve également au niveau cellulaire. Le cerveau est en effet un
organe complexe composé de deux types cellulaires majeurs, les neurones et les cellules
gliales. Cependant, méme si approximativement 90 a 95% de la synthése et de la consom-
mation d’énergie est attribuée aux neurones et est majoritairement oxydative (Erecinska
and Silver, 1989, Attwell and Laughlin, 2001, Gruetter et al., 2001, Magistretti et al.,
1999), le role des astrocytes n’est pas a négliger. En effet, de nombreuses études ont mon-
tré que la capture du glucose plasmatique et sa dégradation par voie glycolytique ont
lieu préférentiellement dans les astrocytes (Pellerin and Magistretti, 1994, Pellerin and
Magistretti, 2003, Véga et al., 2003). Au contraire, 'oxygéne plasmatique étant majori-
tairement capté par les neurones, le métabolisme neuronal est principalement oxydatif
(Attwell and Laughlin, 2001, Gruetter et al., 2001). Cette compartimentation métabo-

lique est a l'origine d’un couplage énergétique entre les deux types cellulaires. Durant
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la derniére décennie, le role essentiel des astrocytes dans le couplage entre activité sy-
naptique et utilisation de glucose a largement été montré (Bittar et al., 1996, Pellerin
et al., 1998, Kasischke et al., 2004, Loaiza et al., 2003, Serres et al., 2004), donnant nais-
sance a un modéle appelé "astrocyte-neuron lactate shuttle" (pour revue voir Pellerin
and Magistretti, 2003, Pellerin and Magistretti, 2004). Ce modéle décrit les mécanismes
moléculaires se produisant lors d’une transmission synaptique glutamatergique et peut

étre résumé séquentiellement comme suit :

recapture Na-dépendante du glutamate synaptique par des transporteurs spécifiques

situés sur les astrocytes

— capture du glucose plasmatique par couplage & des pompes ATPasiques Na+ /K+ as-
trocytaires

— dégradation glycolytique du glucose dans les astrocytes

— transfert du lactate résultant des astrocytes vers les neurones, ce dernier pouvant étre
utilisé comme substrat énergétique lors des fortes demandes énergétiques associées a la
transmission synaptique.

Ainsi, le métabolisme du glucose apparait étre fortement lié a ’activité neuronale gluta-

matergique via un couplage astrocytaire.

1.1.4 Réserves et tampons énergétiques

Réserves énergétiques

Au niveau cérébral, le glucose est stocké sous la forme de deux types de polymeéres prin-

cipalement, a savoir le glycogéene et les acides gras.

Glycogéne Le glycogéne cérébral est principalement stocké dans les astrocytes a une
concentration de 6 & 12 umol.g~! (Cruz and Dienel, 2002). 1l est donc 10 a 50 fois moins
concentré dans le cerveau que dans le foie et le muscle squelettique. Au vu de cette concen-
tration relativement faible, le glycogéne a longtemps été considéré comme une réserve
d’énergie relativement insignifiante. Cependant, de nombreuses études récentes montrent
que le glycogéne est une réserve importante d’équivalents glucose modulée par un grand

nombres de facteurs tels que les concentrations de neurotransmetteurs et de glucose (pour
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revue voir Gruetter, 2003, Brown and Ransom, 2007, Magistretti and Allaman, 2007).
Ainsi, il apparait que lors de périodes d’hypoglycémie ou d’activation importante, le gly-
cogéne astrocytaire est dégradé en lactate a posteriori transféré aux neurones adjacents
ot il est utilisé comme substrat énergétique. Ainsi, le glycogéne astrocytaire joue un role
de protection contre le déficit énergétique associé a 'hypoglycémie et permet de maintenir

les fonctions neuronales pendant des périodes d’activation intenses.

Acides Gras La synthése des acides gras (lipogenése), réalisée au niveau d’'un com-
plexe multi-enzymatique appelé acide gras synthase (Maier et al., 2006) localisé dans le
cytoplasme, consiste & synthétiser un acide gras par condensation d’unités acétyl fournies
par l'acétyl-CoA, I’énergie nécessaire a cette condensation étant fournie par des molé-
cules d’ATP. Ainsi produits et stockés dans le cytoplasme des neurones, les acides gras
sont utilisés comme réserve d’équivalents glucose. Lors de périodes de déficit énergétique
(hypoglycémie, activation importante), ces molécules sont transportées dans la matrice
mitochondriale par un mécanisme de transport facilité catalysé par ’enzyme Carnitine
palmitoyltransferase-1 (CPT-1), puis sont dégradées en acétyl-CoA par f-oxydation (Ron-
nett et al., 2006). Contrairement au glycogéne, la concentration en acides gras varie consi-
dérablement d’un individu & 'autre. En effet, la fonction des enzymes de la voie des acides
gras change selon la demande énergétique, oscillant entre états anaboliques de stockage

d’énergie et états cataboliques de consommation de I’énergie stockée.

Tampon énergétique : le systéme CK/PCr

Comme énoncé en introduction de cette partie, un des principes physiologiques fondamen-
taux d’un biosystéme est le maintien strict des concentrations en métabolites énergétiques,
principalement en ATP et en oxygeéne intracellulaire (Hochachka, 1999, Hochachka, 2000).
Dans les cellules a activité importante et fluctuante, telles que les cellules musculaires ou
nerveuses par exemple, alors que la consommation d’ATP peut varier de plusieurs ordres
de grandeur en moins d’une seconde, les concentrations en ATP restent remarquablement
stables et les ratios ATP/ADP et ATP/AMP sont maintenus aussi élevés que possible afin
de répondre aux besoins énergétiques (Wallimann and Hemmer, 1994, Hemmer and Wal-

limann, 1993). L’homéostasie de I’ATP et le maintien de ratios ATP/ADP et ATP/AMP
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élevés sont facilités par 'action de deux systémes enzymatiques :

— le systéme créatine kinase (CK) qui régénére de I’ATP a partir de la phosphocréatine
(Wallimann et al., 1992, Wallimann et al., 1998).

— le systéme adénylate kinase (AK), qui convertit 2 ADP en un ATP et un AMP (Zelez-
nikar et al., 1995).

Ces deux systémes enzymatiques fonctionnant en paralléle (Wallimann et al., 1992, Dzeja

et al., 1998) permettent de tamponner temporellement mais également spatialement les

concentrations subcellulaires en ATP (Bessman and Geiger, 1981, Saks et al., 1994,

Ventura-Clapier et al., 1998, Schlattner and Wallimann, 2000, Schlattner et al., 2001,

Schlattner et al., 2006, Schlattner and Wallimann, 2000). Le systéme prépondérant dans

le cerveau étant le systéme CK (Hemmer and Wallimann, 1993), nous allons uniquement

détailler ce systéme.

Description du systéme CK/PCr Le systéme CK ou systéme CK/PCr ou encore
circuit PCr, peut étre décrit de fagon globale par la réaction d’échange d’un groupement

phosphate entre la phosphocréatine (PCr) et 1’adénosine triphosphate (ATP) :

PCr*= + MgADP~ + H" = Cr + MgATP*~ (1.7)

Cette réaction est catalysée par les enzymes de type créatine kinase (CK). Bien que ce type
d’enzyme soit présent dans quasiment tous les tissus, le systéme CK/PCr n’a été décrit
précisément que dans les types cellulaires spécialisés ayant un métabolisme énergétique
important et surtout fluctuant (neurones, fibres musculaires en particulier) (Wallimann
and Hemmer, 1994, Hemmer and Wallimann, 1993). Dans ces types cellulaires, la CK
existe sous plusieurs isoformes, appelées isoenzymes, ayant chacune une spécificité spa-
tiale et fonctionnelle associée (Wallimann et al., 1992, Wallimann et al., 1998). Quatre
principaux isoenzymes, chacun associé a un compartiment cellulaire peuvent ainsi étre
distingués (Figure 1.7) :

— l'isoenzyme cytosolique soluble CKc dont le role principal est d’équilibrer de facon

réversible les ratios PCr/Cr et ATP/ADP
— lisoenzyme cytosolique CKg fonctionnellement couplé a la glycolyse, et catalysant uni-

quement la réaction de production de la PCr.
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— lisoenzyme cytosolique CKa spécifiquement associé a des structures subcellulaires lo-
calisées sur les sites a forte consommation d’ATP (vésicules de neurotransmission par
exemple). CKa catalyse uniquement les réactions de dégradation de la PCr.

— l'isoenzyme mitochondrial Mi-CK fonctionnellement couplé a la phosphorylation oxy-
dative et catalysant uniquement les réactions de production de la PCr.

Ayant détaillé ces principales isoenzymes et leurs fonctions, il est possible de résumer le

circuit PCr comme suit (Figure 1.7) : les molécules d’ATP produites par phosphoryla-

tion oxydative dans la matrice mitochondriale sont transportées a travers la membrane
interne mitochondriale par des translocateurs ATP/ADP transmembranaires (Translo-
case des Nucléotides Adényliques TNA), puis sont transphosphorylées par Mi-CK pour
former des molécules de PCr. Ces molécules de PCr, sous forme anionique soluble, quittent
ensuite ’espace intermembranaire par des porines localisées dans la membrane externe
mitochondriale pour rejoindre le cytosol. Il est & noter qu’il existe une seconde voie de pro-
duction de PCr cytosolique, catalysée par CKg, qui utilise I’ATP produit par la glycolyse.

Dans le cytosol, les molécules de PCr peuvent étre dégradées directement par CKc afin

d’augmenter le ratio ATP/ADP cytosolique ou diffuser suivant leur gradient de concen-

tration jusqu’aux sites & forts besoins énergétiques afin de fournir ’ATP nécessaire aux
enzymes ATPasiques. En fin de circuit, les molécules de Cr résultant de la dégradation

des molécules de PCr entrent dans I’espace intermembranaire mitochondrial afin d’étre a

nouveau transphosphorylées par Mi-CK. Il est & noter que tous les mouvements cytoso-

liques décrits ici sont des mouvements de diffusion simple qui sont régis par les gradients
de concentration des molécules de Cr et PCr. Ainsi, la PCr, consommée au niveau des AT-

Pases, diffusera vers ces sites, alors que la Cr, transphosphorylée dans les mitochondries,

diffusera vers ces organites.

Roles du systéme CK/PCr Les fonctions attribuées a ce systéme sont multiples. Une
fonction largement admise est celle dite de tampon temporel. En effet, en cas de forte ac-
tivité, le systéme CK/PCr permet de maintenir constante dans le temps la concentration
d’ATP intracellulaire ainsi que les ratios ATP/ADP et ATP/AMP. La seconde fonction

de ce systéme, plus controversée, est celle de tampon spatial. En effet, le couple PCr/Cr

" !

catalysé par les CK peut étre considéré comme une " navette " permettant le transfert

d’énergie des lieux de synthése (mitochondries pour la phosphorylation oxydative, cyto-
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Fi1G. 1.7 — Systéme CK /PCr Les molécules d’ATP produites par phosphorylation oxy-
dative dans la matrice mitochondriale sont transportées a travers la membrane interne
mitochondriale puis sont transphosphorylées par Mi-CK pour former des molécules de
PCr. Ces molécules, sous forme anionique soluble, quittent ensuite I’espace intermembra-
naire pour rejoindre le cytosol. Il est a noter qu’il existe une seconde voie de production
de PCr cytosolique, catalysée par CKg, qui utilise ’ATP produit par la glycolyse. Dans
le cytosol, les molécules de PCr peuvent étre dégradées directement par CKec afin d’aug-
menter le ratio ATP/ADP cytosolique ou diffuser suivant leur gradient de concentration
jusqu’aux sites a forts besoins énergétiques afin de fournir ’ATP nécessaire aux enzymes
ATPasiques. En fin de circuit, les molécules de Cr résultant de la dégradation des molé-
cules de PCr entrent dans I’espace intermembranaire mitochondrial afin d’étre & nouveau
transphosphorylées par Mi-CK.

sol pour la glycolyse) vers les nombreux sites de consommation énergétique (vésicules
de neurotransmission par exemple). Il existe plusieurs avantages a 'utilisation du couple
PCr/Cr pour le transport d’énergie par rapport a l'utilisation du couple ATP/ADP. En
premier lieu, les molécules de PCr, tout comme les molécules de Cr, sont plus petites
et portent moins de charges locales que les molécules d’ATP et d’ADP. Ainsi, leur dif-

fusion cytosolique est plus rapide, et leur transport transmembranaire moins cotiteux en
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énergie. De plus, de nombreuses enzymes, en particulier les ATPases, étant sensibles aux
concentrations en ADP et ATP, un transport direct d’ATP des sites de production vers les
sites de consommation perturberait 'homeostasie et ’activation des nombreuses enzymes
ATP-sensibles. Enfin, le systéme CK/PCr joue également un role de tampon pHmétrique,
prévenant des variations de concentrations en protons lors de fortes demandes énergé-

tiques.
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1.2 Neurodégénérescence : cas de la maladie de Hun-
tington

1.2.1 Présentation générale de la MH

La maladie de Huntington (MH), ou Chorée de Huntington, est une maladie neurodégéné-
rative héréditaire a transmission autosomique dominante découverte en 1872 par Georges
Huntington. Sa prévalence, hautement variable selon les populations, est estimée entre 3
et 7 pour 100 000 habitants en Europe Occidentale. Cette pathologie a ce jour incurable
apparait généralement vers 1’age de 40-50 ans et évolue en une quinzaine d’année jusqu’au
déceés. Au niveau anatomique, elle se traduit par une neurodégénérescence préférentielle du
striatum (noyau caudé et putamen) (Harper, 1991) suivie par une atrophie corticale glo-
bale (Aylward et al., 1994). Au niveau génétique, la mutation principale se situe au niveau
du géne I'T15 situé sur le locus p16.3 du chromosome 4 et consiste en une répétition du
triplet CAG codant pour la glutamine (extension polyglutamique)(HDCRG, 1993). Plus
précisement, cette mutation se situe dans un géne codant pour une protéine de 348 KDa
appelé Huntingtine (Htt). Ainsi, dans la MH, 'Htt est mutée (mHtt) et contient une ex-
pansion polyglutaminique de longueur variable. Le nombre de répétitions du triplet CAG
semble étre hautement corrélé a I’age d’apparition de la maladie (Penney et al., 1997).
Cependant, les facteurs génétiques ne permettent pas de prédire de maniére fiable ’age
d’apparition et il est probable que des facteurs environnementaux interviennent (Wexler

et al., 2004).

1.2.2 Altérations énergétiques dans la MH

Hypothése mitochondriale Les mécanismes de mort neuronale associés a la MH sont
en grande partie inconnus et il est possible que les causes de ces mécanismes soient mul-
tifactorielles. Cependant, une des hypothéses les plus probables est que les dysfonctions
neuronales et les mécanismes de dégénérescence seraient dis a des anomalies du métabo-
lisme énergétique mitochondrial (Beal, 1992,Beal, 2005). En effet, il est depuis longtemps
connu que les mutations mitochondriales (altérations de I’ADN mitochondrial ou perte de

fonction de la SDH (Bourgeron et al., 1995)) peuvent étre a ’origine d’une dégénérescence
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striatale. A partir de ces observations, Beal et al. ont émis I’hypothése que, puisque le
striatum était particulierement sensible aux troubles énergétiques, il était treés probable
que des altérations du métabolisme énergétique jouent un role prépondérant dans la MH

(Beal, 1992).

Cette hypothése a été depuis renforcée par un grand nombre d’observations expérimentales

(pour revue voir Brouillet et al., 1999) :

— Des dysfonctions métaboliques du striatum ont pu étre détectées in vivo par tomogra-
phie par émission de positons (TEP). En 1982, une étude pionniére utilisant comme
radiotraceur le 8F-FDG a permis de mettre en évidence une diminution significative
de la consommation striatale de glucose (CMRglc) chez des sujets présymptomatiques
porteurs de la MH ne présentant pas d’atrophie striatale évidente (Kuhl et al., 1982).
Selon une étude plus récente utilisant des radiotraceurs marqués au '8F et au '°0, la
diminution de CMRglc serait associée a une stabilité de la consommation striatale en
oxygéne (CMRO,) (augmentation significative du rapport CMRO,/CMRglc), ce qui
plaiderait en faveur d’une atteinte astrocytaire précoce dans la MH (Powers et al.,
2007).

— Des études de spectroscopie RMN du 'H ont permis de dériver les concentrations en
lactate cérébral chez les patients MH. Une augmentation substantielle de la concentra-
tion en lactate a ainsi été mise en évidence dans le striatum mais également dans le
cortex occipital, une région généralement peu touchée par la neurodégénérescence. De
plus, 'augmentation de lactate semble étre corrélée avec le nombre de triplets CAG
(Jenkins et al., 1993, Jenkins et al., 1998).

— Au niveau des muscles squelettiques, Lodi et al. ont montré que la production d’ATP
était diminué de approx. 35% chez les patients MH présymptomatiques et de approx.
44% chez les patients MH symptomatiques, mettant ainsi en évidence une altération
importante du métabolisme oxydatif mitochondrial dans des tissus périphériques (Lodi
et al., 2000).

— Un grand nombre d’études post mortem ont également renforcé I’hypothése d’un déficit
énergétique associé & la MH. Une diminution de l'ordre de 39 a 59% de I'oxydation
du succinate a ainsi été mise en évidence dans le striatum de patients MH, suggérant
une anomalie du complexe IT (SDH) de la chaine respiratoire (Brennan et al., 1985,

Mann et al., 1990). Une autre étude biochimique a montré une diminution de I'acti-
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vité des complexes IT et IIT dans le noyau caudé de patients MH (Gu et al., 1996). De
méme, la respiration mitochondriale et la production d’ATP apparaissent significative-
ment altérées dans des cellules striatales d’embryons de souris Htt-knock-in (Milakovic
and Johnson, 2005). Il est intéressant de noter qu’aucune de ces études ne rapportent
de modifications de l'activité du complexe I (NADH déshydrogénase). Le déficit mi-
tochondrial associé a la maladie de Huntington impliquerait donc principalement les
complexes II et III, et dans une moindre mesure le complexe IV.

— Enfin, une étude récente a montré qu’il existe une baisse des niveaux d’expression des
sous-unités du complexe II chez les patients HD et dans le modéle cellulaire. Une surex-
pression des sous-unités du complexe II restaure complétement 1’activité du complexe
I1, bloquant les dysfonctionnements mitochondriaux et la mort cellulaire (Benchoua
et al., 2006).

Il existe de nombreux mécanismes par lesquels la mutation génétique conduisant a la for-

mation de mHtt pourrait entrainer une dysfonction mitochondriale. En premier lieu, la

mHtt pourrait interagir directement avec les mitochondries. Ainsi, des études du métabo-
lisme des lymphoblastes de patients MH ainsi que des neurones de souris transgéniques

YAC ont mis en évidence une diminution de la capacité des mitochondries 4 maintenir

’homéostasie calcique (Panov et al., 2002, Monoi et al., 2000). En effet, des fragments

polyglutaminiques s’insérant dans les membranes mitochondriales formeraient des canaux

ioniques perméables aux H' et diminueraient ainsi le potentiel de membrane mitochon-
drial (Sawa et al., 1999). De plus, la longueur de I'expansion polyglutamique serait corrélée

a une fragilité du maintien du potentiel de membrane en réponse a un stress oxydatif. Une

autre étude a également conforté cette hypothése (Choo et al., 2004). Dans cette derniére,

le fractionnement des mitochondries provenant d’un modeéle de souris MH a montré que la
mHtt se liait avec la membrane mitochondriale externe. Ces mémes mitochondries étaient

de plus sensibles a la perméabilisation mitochondriale et a la libération de cytochrome C

induite par le Ca?", effet qui a pu étre reproduit en incubant des mitochondries normales

avec de la mHtt.

Un autre mécanisme par lequel mHtt pourrait affecter la fonction mitochondriale est une
altération de la transcription (Luthi-Carter et al., 2000). En effet, la Htt interagit avec
un grand nombre de facteurs de transcription tels que p53 et SP1 (pour revue voir Sugars

and Rubinsztein, 2003). En particulier, p53 est un suppresseur de tumeur connu pour
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réguler des génes impliqués dans les fonctions mitochondriales et le stress oxydatif, et
pouvant activer la voie apoptotique mitochondriale (Chipuk et al., 2004). Une récente
étude a montré que Htt, se liant a p53, augmente son niveau d’activité transcriptionnelle,
conduisant finalement & une dépolarisation de la membrane mitochondriale (Bae et al.,
2005). Enfin, bien que leurs roles n’aient pas encore été mis en évidence dans la MH
chez 'homme, deux protéines liées au fonctionnement mitochondrial sont associées a des
phénotypes MH-like dans des modéles de souris transgéniques. En premier lieu, la pro-
téine PGC-1a (peroxisome proliferator activator receptor v coactivator-lar), régulatrice
de la biogenése mitochondriale, pourrait jouer un role prépondérant dans la pathologie
(Lin et al., 2004). Il a en effet été montré récemment que la mHtt réduit 'expression de
PGC-1a et que, lorsque 'expression de PGC-1a est bloquée dans un modéle de souris
HD Knock Out (KO) pour la protéine, il existe une augmentation de la vitesse d’appa-
rition des symptomes et de la neurodégénérescence (Cui et al., 2006). En second lieu, la
protéase sérine HTRA2, localisée dans 'espace intermembranaire mitochondrial, pour-
rait également jouer un role dans la pathologie. En effet, une mutation de HTRA2 est a
l'origine d’un phénotype Mnd2 (dégénérescence des motoneurones de type 2), phénotype
qui présente de nombreuses similitudes avec le phénotype MH, en particulier présence
de mouvements involontaires, postures anormales et dégénérescence massive des neurones

striataux (Rathke-Hartlieb et al., 2002).

Modéles 3NP Toutes ces constations expérimentales suggérent que des anomalies mi-
tochondriales existent dans la maladie de Huntington. Cependant, le réle que jouent ces
anomalies dans les mécanismes de neurodégénérescence striatale reste inconnu a ce jour.
Selon I’hypothése la plus probable, le déficit mitochondrial serait le facteur déclenchant la
cascade de mort neuronale. Cette hypothése a notamment été renforcée par de nombreuses
études sur des modéles animaux, rongeurs et primates non humains, de la maladie de
Huntington. En effet, dans les modéles utilisant ’acide 3-nitropropionique (3NP), toxine
mitochondriale inhibant spécifiquement le complexe IT (succinate déshydrogénase SDH)
de la chaine respiratoire, le phénotype clinique et pathologique induit ressemble fortement
au phénotype de la MH (Brouillet et al., 1995). En effet, une administration chronique
de 3NP provoque chez les primates non humains une dégénération progressive et sélective

du striatum (Brouillet et al., 1999), des déficits cognitifs de type syndrome frontostriatal
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(Palfi et al., 1996) et I'apparition de mouvements dystoniques et choréiformes spontanés
(Brouillet et al., 1995). Dans les modéles rongeurs, une intoxication chronique au 3NP
entraine également une dégénérescence préférentielle des neurones épineux GABAergiques
de taille moyenne (Guyot et al., 1997), reproduisant une observation faite dans le stria-
tum de patients MH (Ferrante et al., 1987). Notons que, dans ces modéles animaux, une
dégénéresence striatale manifeste apparait pour une dose d’intoxication quotidienne au
3NP correspondant & une inhibition partielle de la SDH de 'ordre de ~50% au minimum
(Brouillet et al., 1998). Des anomalies de concentration du Ca®" cytosolique sont égale-
ment engendrées par l'inhibition de la SDH (Bizat et al., 2003b,Bizat et al., 2003a, Gafni
and Ellerby, 2002).

Cascade excitotoxique Au niveau biochimique, 'altération de l'activité de la SDH
peut ainsi considérablement aggraver la toxicité d’autres molécules jouant un role dans
la pathogénése de la maladie de Huntington. En particulier, I’inhibition de ce complexe
protéique semble jouer un role majeur dans les mécanismes de mort neuronale impliquant
les cascades excitoxiques associées aux récepteurs NMDA des neurones glutamatergiques
(Brouillet et al., 1999). Plus précisement, I'inhibition de la chaine respiratoire entrainerait
une diminition du stock d’ATP disponible et donc une dépolarisation partielle permanente
du potentiel de membrane, les pompes ATPasiques Na™ /K* et Ca*" étant incapables de
maintenir ce potentiel & une valeur physiologique. En conséquence, lors de la transmission
synaptique, de faibles concentrations de glutamate extracellulaire suffiraient & induire une
entrée massive de Ca?" dans le compartiment intracellulaire. Or le Ca?* intervenant dans
de nombreuses voies de maintien de l'intégrité cellulaire, une augmentation massive de
sa concentration serait a I'origine d'un déréglement de ’activité de nombreuses enzymes.
Ainsi, des modifications lentes de nombreux processus ATP-dépendants tels que la trans-
mission synaptique, le maintien des potentiels de membrane, la signalisation cellulaire
ou la synthése de polypeptides seraient a 'origine d’une cascade dite excitotoxique (Ta-
brizi et al., 1999) conduisant a terme a la mort cellulaire par nécrose (Brouillet et al.,
1999,Beal, 2000). Cependant, cette hypothése mécanistique est de plus en plus contro-
versée. En effet, une étude récente a montré que, méme si le 3NP favorise effectivement
Peffet excitotoxique associé aux récepteurs NMDA des neurones glutamatergiques, cette

augmentation de sensibilité ne serait pas due a une augmentation de lentrée de Ca?"
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dans le compartiment intracellulaire ni & une ouverture des récepteurs NMDA. L’hypo-
thése alternative proposée est que l'atteinte mitochondriale perturberait la capacité de
la mitochondrie & gérer les élévations cytoplasmiques de Ca?" qui, elles, activeraient la

cascade excitotoxique (Jacquard et al., 2006).
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1.3 Conclusion

Dans le cerveau, le métabolisme énergétique représente un ensemble complexe de réac-
tions endergoniques, exergoniques et de réactions d’équilibre, plus ou moins couplées, qui,
plus encore que dans d’autres organes, présentent une grande variabilité dans le temps
et dans ’espace. Ainsi, méme en conditions physiologiques normales, le cerveau apparait
comme un organe complexe. En conditions pathologiques, les équilibres métaboliques sont
perturbés, rendant la compréhension des mécanismes biochimiques sous-jacents d’autant
plus complexe. A ce jour, les mécanismes biochimiques responsables de la neurodégénéres-
cence restent encore largement inconnus, en particulier dans la MH. Selon une hypothése
majeure, la mort cellulaire serait une conséquence d’anomalies du métabolisme énergé-
tique, plus précisement d’anomalies des enzymes de la chaine respiratoire mitochondriale.
Cependant, cette hypothése n’a a ce jour été vérifiée qu’indirectement chez ’homme et
dans des modéles animaux de la MH. Ainsi, la possibilité d’évaluer directement in vivo le
métabolisme énergétique cérébral présente un intérét majeur. En effet, la mesure des flux
métaboliques associés au métabolisme énergétique cellulaire (cycle de Krebs, glycolyse)
mais surtout au métabolisme mitochondrial (phosphorylation oxydative) pourrait per-
mettre de mieux comprendre le couplage entre déficit énergétique et neurodégénérescence

et ainsi d’élucider les relations de causalité sous-jacentes.
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Chapitre 2

Méthodes de neuroimagerie du
métabolisme énergétique in vivo

La neuroimagerie a connu d’importants développements méthodologiques ces 30 derniéres
années, avec de nouvelles méthodes d’imagerie anatomique (scanner, IRM...) ou fonction-
nelle (TEP, MEG...). Certaines méthodes, spécifiquement dédiées a I'imagerie du mé-
tabolisme, ont été développées avec pour buts principaux : (i) la mise en évidence et
la validation de nouveaux biomarqueurs pour le diagnostic précoce et 1’évaluation des
stratégies thérapeutiques et (ii) ’élucidation des mécanismes biochimiques sous-jacents
a la pathologie cérébrale. Dans cette partie, nous nous proposons de passer en revue les
méthodes de neuroimagerie susceptibles de renseigner spécifiquement sur le métabolisme
énergétique cérébral. Nous écarterons donc volontairement les techniques de neuroimage-
rie dites fonctionnelles qui ne permettent d’accéder qu’a des parameétres peu spécifiques
du métabolisme (BOLD, imagerie de perfusion, EEG, MEG...). Plus particuliérement, les
grandes techniques de neuroimagerie métabolique sur lesquelles nous nous focaliserons
sont la tomographie par émission de positons (TEP) et la spectroscopie par résonance
magnétique (SRM). Nous décrirons briévement les principes et les champs d’applications
principaux de ces deux méthodes en nous focalisant uniquement sur leurs applications
respectives pour la neuroimagerie métabolique. Enfin, nous discuterons leurs limitations

et leurs intéréts respectifs.
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2.1 La tomographie par émission de positons

2.1.1 Description générale

Développée a la fin des années 1970, la tomographie par émission de positons (TEP)
est une méthode d’imagerie médicale nucléaire permettant la mesure quantitative en 3
dimensions de divers processus métaboliques in vivo. Un examen TEP débute par ’admi-
nistration (injection i.v. ou inhalation) d’une molécule marquée par un isotope radioactif
émetteur 3T (BF, 8F, 11C, 1°0 principalement) dont on connait le comportement et les
propriétés biologiques. Une fois le radiotraceur injecté dans ’organisme, chaque positon
et émis par I'isotope se dématérialise avec un électron e~ du tissu aprés un parcours trés

court dans la matiére (de 'ordre du millimétre)(Equation 2.1).

X =5 Y+ 87 v (2.1)

Ce phénoméne, appelé annihilation électron/positon, conduit & I’émission simultanée de
deux photons 7 d’énergie 511 keV émis a 180° I'un de I'autre (photons d’annihilation). Ces
photons énergétiques et émis «en coincidence» sont détectés par la couronne de cristaux
scintillateurs de la caméra TEP, ce qui permet de localiser le lieu de 1’émission et donc la
concentration du radiotraceur en chaque point de I'organe étudié. Aprés reconstruction,
I’accumulation du radiotraceur est représentée sous forme d’images TEP dont 1’étude ci-
nétique permet de déduire des valeurs quantitatives de parameétres métaboliques d’intérét

(Figure 2.1).

Ainsi, la TEP est une méthode d’imagerie fonctionnelle permettant de déceler et de quan-
tifier des altérations métaboliques. L’utilisation de radiotraceur confére a cette technique
une grande sensibilité de détection associée a une résolution spatiale limitée (de l'ordre
de 5mm). La TEP a été longtemps utilisée en recherche cognitive pour la caractérisa-
tion des fonctions cérébrales en conditions non pathologiques (vision, language, mémoire,
calcul...). En recherche clinique, cette technique est utilisée pour I’étude des maladies
neurodégénératives. De récents travaux ont par exemple tenté de montrer I'intérét de la
TEP pour un diagnostic précoce de la maladie d’Alzheimer (Coleman, 2005 pour revue).

Il a en effet été observé une réduction du métabolisme au niveau du gyrus cingulaire pos-
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FiG. 2.1 — Principe général de I’'imagerie TEP Apreés injection d’un radiotraceur
émetteur 07, les événements d’annihilation électron/positron sont détectés par la caméra
TEP et permettent d’obtenir, aprés reconstruction, une séquence dynamique d’images.
Les cinétiques d’activité des régions d’intérét peuvent alors étre évaluées. En cours d’ac-
quisition, des prélévements sanguins sont effectuées afin de déterminer la fonction d’entrée
artérielle. Enfin, étant données les connaissances biochimiques du tissu d’intérét, un mo-
déle métabolique est choisi. Connaissant la fonction d’entrée, ’ajustement des cinétiques
régionales au modeéle métabolique permet de déterminer les paramétres métaboliques ré-
gionaux d’intérét. D’apreés www.guillemet.org.
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térieur que I'on ne retrouve pas dans le vieillissement normal. Enfin, en routine clinique,
I'imagerie TEP apparait comme un outil diagnostic complémentaire de I'imagerie anato-
mique (IRM ou Scanner X) en particulier dans la caractérisation des lésions associées aux

maladies neurodégénératives (maladie de Parkinson avec la '8 F-DOPA) ou au cancer avec
le BF-FDQG).

2.1.2 Mesures métaboliques cérébrales accessibles

Comme énoncé en introduction de ce chapitre, nous décrirons uniquement ici les me-
sures spécifiques du métabolisme énergétique cérébral accessibles en TEP. Nous occulte-
rons volontairement les mesures physiologiques non spécifiques du métabolisme (mesure

de perfusion cérébrale, imagerie des récepteurs...).

Mesure de la consommation de glucose

Radiotraceur et principe de mesure Le '®F-FDG (2-'®F- fluoro-2-désoxy-D-glucose)
est une molécule analogue du glucose dans laquelle le groupement hydroxyl (OH) situé en
position 2 est remplacé par un atome de fluor radioactif '*F (Figure 2.2 (a)). Ce radio-
traceur présente I’avantage d’avoir une demi-vie relativement longue (77, = 109minutes)
qui rend son utilisation possible dans les services de médecine nucléaire ne possédant pas
un cyclotron sur site. De plus, 'utilisation du 8 F-FDG permet d’accéder 4 une mesure mé-
tabolique fondamentale, a savoir la consommation régionale de glucose (CMRglc)(Phelps
et al., 1979). Cette molécule étant le principal substrat énergétique cérébral, I'imagerie
TEP BF-FDG permet de localiser et de quantifier les anomalies de consommation éner-
gétique en conditions pathologiques, les images obtenues réprésentant des cartographies

de 'apport en glucose dans les différentes zones du cerveau.

Modéle cinétique D’une facon générale, au cours d’'un examen TEP FDG, le ®¥*F-FDG
est injecté en bolus i.v. puis s’accumule dans les tissus sous sa forme phosphorylée. Les
activités tissulaire (images TEP) et plasmatique (fonction d’entrée artérielle) de cette
molécule sont mesurées en fonction du temps. La consommation régionale de glucose est

alors déterminée a partir d’'un modéle cinétique adapté.
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FI1G. 2.2 — Molécule de 2-'%F- fluoro-2-désoxy-D-glucose Cette molécule est un
analogue de la molécule de D-glucose dans laquel le groupement OH situé en position 2
est remplacé par un atome de *F, émetteur 3+
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FI1G. 2.3 - Modéle cinétique 4 3 compartiments Au cours de I’examen TEP, le ¥F-
FDG s’accumule sous sa forme phosphorylée ¥ F-FDG-6-P dans le cytoplasme des cellules.
Contrairement a la molécule de glucose, il n’est pas métabolisé en aval.

Le modéle le plus utilisé est un modéle cinétique & 3 compartiments, initialement déve-

loppé par Sokoloff et al. (Sokoloff et al., 1977) pour I’étude autoradiographique et adapté

a I’étude des cinétiques TEP FDG chez ’homme par Phelps et al. (Phelps et al., 1979).

Les trois entrées mesurables de ce modéle sont :

— la courbe d’activité-temps du **F-FDG tissulaire, mesurée a partir de la série dynamique
d’images TEP,

— la courbe d’activité-temps du ®F-FDG plasmatique, également appelée fonction d’en-
trée artérielle, mesurée a partir d’échantillons de plasma artériel collectés au cours de
I’examen,

— la glycémie plasmatique Gy mesurée également a partir des échantillons de plasma.

Notons qu’afin d’appliquer ce modeéle, il est également nécessaire de connaitre la fraction

vasculaire du VOI cérébral.
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De l'ensemble de ces parametres sont déduites les constantes cinétiques k7, k3, k3 et kj
d’échange entre les trois pools de 8 F-FDG plasmatique, '8F-FDG cytoplasmique et 8F-
FDG-6-P cytoplasmique (Figure 2.3). En pratique, ’hypothése, pertinente au point de
vue métabolique, de phosphorylation irréversible (k; = 0) est utilisée afin de minimiser
les biais sur l'estimation de CMRglc (biais<5%) (Schmidt et al., 1991). La consommation
régionale de FDG CMRfdg est alors estimée par :

ki ke
ks + k3

CMRfdg = G, (2.2)

Afin d’évaluer la consommation régionale de glucose CMRgle, il est alors nécessaire de
prendre en considération les différences entre les propriétés biologiques de ces deux molé-
cules. En effet, celles-ci différent & plusieurs niveaux : transport a travers la BHE, affinité
aux transporteurs GLUT, phosphorylation cytoplasmique... Afin de prendre en compte
ces différences et d’estimer CMRglc, une constante empirique, la Lumped Constant(LC),

est utilisée :

CMRfdg

MRglc =
CMRglc i7e

(2.3)

La LC a été déterminée empiriquement égale & 0.42 chez I’homme indifférement dans la

matiére grise et blanche (Noda et al., 2002).

Mesure de la consommation d’oxygéne

Il est également possible de mesurer en TEP la consommation régionale d’oxygéne C'M RO,
ainsi que la fraction d’extraction de oxygéne (Ozygen Eztraction Fraction OEF) (Min-
tun et al., 1984). Cependant, cette technique requiert la mesure du débit sanguin cérébral
régional (DSCr) par injection i.v. d’eau marquée H3°0, la mesure du volume sanguin cé-
rébral (Cerebral Blood Volume CBV) par inhalation de monoxyde de carbone marqué
C150 et finalement l'inhalation de dioxygéne marqué O, pour la détermination finale de

CM RO, (Raichle et al., 1983, Martin et al., 1987).
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Mesure de la synthése protéique

Certains acides aminés peuvent étre utilisés en tant que radiotraceurs pour mesurer le
niveau de synthése protéique (Vaalburg et al., 1992), parmi lesquels la tyrosine (Bolster
et al., 1986), la leucine , la méthionine (Fujiwara et al., 1989) ou méme la phénylalanine
(Ishiwata et al., 1991). La mesure du niveau de synthése protéique présente un intérét
majeur pour I’étude du cancer en particulier. En effet, il a été montré que la synthése
protéique était plus élevée dans les tumeurs que dans les tissus sains (Ishiwata et al.,
1988) et que son augmentation pouvait donc étre un critére diagnostique de malignité.
Par rapport au ¥ F-FDG, I'utilisation d’acides aminés est cependant moins aisée et a priori
réservée a certains centres équipés de cyclotron sur site puisqu’ils doivent étre marqués

au carbone 11 (7%, = 20.4minutes).

2.1.3 Limitations

Dose injectée La limitation la plus évidente a 'utilisation de la TEP est la néces-
sité d’injecter un radiotraceur dans ’organisme. Outre le fait que 'injection i.v. soit en
elle-méme un acte invasif, le traceur injecté est par définition radioactif, ce qui limite
I'utilisation répétée de cette méthode d’imagerie. Il existe en effet une législation stricte
qui définit les doses maximales annuelles, mensuelles et par examen que peut recevoir un

patient (voir site de la Société Francaise de Radioprotection http ://www.sfrp.asso.fr/).

Décroissance radioactive La plupart des isotopes émetteurs utilisés en TEP (0O, ¥N
et 1'C) ont une demi-vie trés courte (712 = 2.0dminutes, Ty/» = 9.97minutes, Ty =
20.4minutes). Ils ne peuvent donc étre utilisés que dans des services de médecine nucléaire
possédant un cyclotron sur site. En revanche, la demi-vie du '8F étant relativement longue,
il est possible d’effectuer la synthése radiochimique hors site (liaison chimique avec un
ligand) puis de transporter le radiotraceur depuis le cyclotron de production jusqu’au

service de médecine nucléaire.

Stabilité La conception d’un radiotraceur utilisable en TEP est soumise a de nom-

breuses contraintes. En effet, il doit entre autres satisfaire aux conditions suivantes :
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— Stabilité de la substance dans le sang

Délivrance au tissu cible (passage du flux sanguin au tissu)
— Absence de modification du phénoméne physiologique a observer

— Fixation et/ou accumulation stable et spécifique

Systéme TEP et images Un tomographe TEP est un équipement cotteux (=1.5M<€)
dont l’installation est conditionnée par la proximité de sites de production de radioiso-
topes (cyclotron). Ainsi, peu de systémes sont actuellement disponibles en France (environ
une cinquantaine). Notons de plus que la reconstruction d’une image TEP post examen
est un processus long et donc cotiteux (plusieurs heures), ce qui limite U'interprétation
meédicale rapide des images. De plus, les algorithmes de reconstruction en TEP sont des
outils relativement fragiles et la résolution spatiale atteinte est trés limitée (de l'ordre
de 5mm). Enfin, les modéles cinétiques utilisés pour déterminer les paramétres physiolo-
giques d’intérét sont pour la plupart des modéles cinétiques pluri-compartimentaux dont

la résolution nécessite de nombreuses connaissances biochimiques a priori.

Lien indirect L’utilisation de la TEP repose sur le lien entre activité métabolique des
cellules dans une région donnée et accumulation du radiotraceur dans cette méme région.
Il est important de noter que ce lien est indirect puisqu’il repose sur I’hypothése qu’accu-
mulation du radiotraceur et activité cérébrale sont entiérement couplées. Par exemple, la
mesure du DSCr par injection d’*?O permet de visualiser la réponse hémodynamique. Sous
I’hypothése que ’augmentation du débit sanguin est directement couplée a une augmenta-
tion d’activité cellulaire, I'imagerie TEP permet en effet de visualiser I'activité cérébrale,
mais de facon indirecte. De la méme facon, la mesure de CMRglc permet de quantifier
I’activité glycolytique cérébrale, mais n’est en aucun cas un indicateur direct du métabo-
lisme oxydatif. Ainsi, I'imagerie cérébrale TEP refléete donc ’apport d’énergie plutot que

I’activité cérébrale proprement dite.
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2.2 La spectroscopie par résonance magnétique n vivo

Dans cette section, nous ne détaillerons pas les principes physiques de la spectroscopie
RMN. Pour les lecteurs peu familiers avec cette technique, nous conseillons le remar-
quable livre "In vivo NMR spectroscopy"” de R. De Graaf (de Graaf, 1998). Nous nous
intéresserons plus particulierement ict auzx applications possibles de cette technique pour

[’¢tude du métabolisme énergétique cérébral.

Le développement de la spectroscopie par résonance magnétique in vivo a été rendu pos-
sible par I’essor de I'imagerie par résonance magnétique (IRM) au cours des trois derniéres
décennies, ces deux techniques étant mises en oeuvre sur le méme systéme d’imagerie. Ce-
pendant, la spectroscopie RMN est encore a ce jour une méthode peu utilisée en clinique,
principalement & cause des difficultés que présentent son implémentation et son inter-
prétation, mais également a cause de sa faible sensibilité intrinséque et donc de la faible
résolution spatiale accessible. Cependant, contrairement a 'IRM qui est basée sur la dé-
tection du noyau ' H exclusivement, la spectroscopie RMN in vivo permet d’étudier divers
noyaux d’intérét, dit noyaux X, parmi lesquels le carbone 13 3C, le phosphore 31 3'P
ou l'oxygéne 17 7O, et ainsi d’obtenir des informations métaboliques et fonctionnelles

hautement spécifiques.

Ainsi, cette technique présente un grand intérét, autant d’un point de vue fondamen-
tal, pour la compréhension et I'analyse des flux métaboliques et de leur couplage, que
d’un point de vue clinique, pour la découverte de biomarqueurs associés a 1’évolution de
pathologies ou pour la mise & jour des mécanismes déficients associés a la neurodégéné-
rescence par exemple. Trois principales familles de paramétres peuvent étre étudiées par
cette méthode : (i) les concentrations métaboliques, absolues ou relatives, (ii) les flux
métaboliques et (iii) les paramétres dit d’équilibre, tels que le pH ou les coefficients de

diffusion.

2.2.1 Mesure des concentrations métaboliques

L’application la plus évidente de la spectroscopie RMN in vivo est ’étude des concentra-

tions métaboliques. En effet, chaque métabolite, de part sa structure moléculaire et de
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part son environnement chimique, présente une ou plusieurs résonances caractéristiques
dont "'amplitude est proportionnelle & sa concentration. Ainsi, par la quantification des
spectres RMN obtenus in vivo, les concentrations de nombreux métabolites peuvent étres
évaluées. Deux types d’études peuvent ainsi étre réalisées : (i) des études de concentra-
tions absolues, visant & déterminer les concentrations réelles des métabolites choisis dans
le tissu d’intérét et (ii) des études de concentrations relatives dont 'objectif est d’évaluer
les modifications des rapports des concentrations entre un état physiologique normal et

un état non basal (effort musculaire, pathologie, activation...).

Les études visant a déterminer des concentrations métaboliques absolues présentent un
grand intérét autant pour la recherche fondamentale (détermination des concentrations
physiologiques typiques des métabolites cérébraux) mais également pour la recherche cli-
nique (mesure des modifications de concentrations associées aux états pathologiques par
exemple). Cependant, la détermination absolue des concentrations métaboliques présente
une difficulté majeure, a savoir la nécessité d’une référence interne de concentration pour
quantifier le spectre RMN. Plusieurs possibilités de référence ont ainsi été évaluées. Dans
le cas de la spectroscopie RMN du 'H, un spectre de ’eau acquis avant suppression
peut servir de référence absolue pour la quantification. Une calibration sur fantoéme de
concentrations connues peut également étre réalisée. De nouvelles méthodes telles que la
méthode ERETIC (Electric REference To access In vivo Concentrations) sont actuelle-
ment en cours de développement et permettraient la quantification absolue des spectres
RMN de tous noyaux (Barantin et al., 1997, Schweizer et al., 2008). Dans tous les cas, la
détermination des concentrations métaboliques absolues nécessite une ou plusieurs étapes
préparatoires, ce qui complexifie encore un peu l'utilisation de la spectroscopie RMN.
D’un autre coté, les études de concentrations relatives ne nécessitent pas de référence
interne et sont par conséquent bien plus répandues car plus faciles a mettre en oeuvre. De
nombreuses études ont ainsi cherché a déterminer quels rapports de concentrations méta-
boliques seraient les meilleurs marqueurs d’évolution de pathologies, en particulier dans
le cas des maladies neurodégénératives. Cependant, la plupart des métabolites les plus
concentrés, et donc visibles par spectroscopie du 'H (N-acétyl aspartate NAA, créatine
Cr, choline Cho) sont peu spécifiques des pathologies. La mesure de leurs concentrations
par spectroscopie RMN n’apporte ainsi qu'une aide diagnostique limitée par comparaison

a I'imagerie anatomique.
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Il est alors légitime de se poser la question de I'intérét de mesurer les concentrations méta-
boliques, absolues ou relatives, en terme de compréhension de la biochimie cérébrale. De
facon globale, un ensemble de concentrations métaboliques peut étre vu comme un profil
biochimique caractéristique du tissu d’intérét. Il est donc dans un premier temps naturel
de penser que toute modification physiologique et/ou biochimique pourrait entrainer des
modifications de concentrations d’'un ou plusieurs métabolites. Cependant, il faut noter
que plus de la moitié de 1’énergie utilisée par la cellule est convertie en travail homéo-
stasique. Autrement dit, le maintien de 'homéostasie cellulaire est un processus coiteux
en énergie car vital pour la cellule. Ainsi, toute variation de concentrations majeure au
niveau cellulaire entraine inexorablement la mort cellulaire. Or, au vu de la faible sensi-
bilité de la spectroscopie RMN, les variations de concentrations détectables représentent
souvent des modifications trop importantes pour la viabilité cellulaire. Ainsi, les varia-
tions de concentrations mesurées par RMN in vivo représentent plus vraisemblablement
des modifications histologiques, c’est-a-dire des variations relatives des différentes popula-
tions cellulaires et /ou des modifications de densité cellulaire. Par exemple, une diminution
de la concentration en NAA mesurée dans un voxel cérébral par spectroscopie RMN du
'H peut étre interprétée comme une diminution de la densité neuronale, le NAA étant
un métabolite spécifique de ce type cellulaire, mais ne renseigne pas sur le métabolisme

cellulaire a proprement dit.

De plus, la mesure des concentrations métaboliques renseigne seulement sur un état bio-
chimique a [’équilibre. En aucun cas 1’étude des concentrations ne permet de connaitre
les modifications de flux métaboliques. Prenons 'exemple de deux métabolites A et B en
équilibre biochimique in vivo. Une stabilité du ratio A/B au cours du temps n’implique
pas forcément une stabilité des flux métaboliques A— B et B—— A. Ainsi, des variations
de concentrations (absolues ou relatives) peuvent étre considérées comme des marqueurs

d’évolution histologique mais ne renseignent pas sur les variations de flux métaboliques.

2.2.2 Mesure des flux métaboliques

L’étude des flux métaboliques présente évidement un intérét majeur pour la compré-
hension des fonctions métaboliques. En effet, la connaissance des flux permet de dresser

un bilan fonctionnel du tissu d’intérét, bien plus précis et pertinent que celui issu de la
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connaissance des concentrations. En spectroscopie RMN in vivo, il est possible d’accéder

a certains flux métaboliques principalement par des techniques de détection des noyaux
X.

Spectroscopie du *C

L’approche la plus communement utilisée pour mesurer les flux métaboliques cérébraux
par RMN est basée sur I'injection de substrats marqués au 3C', majoritairement du glu-
cose mais également de 1’acétate ou des corps cétoniques. L’abondance naturelle du *C
étant de 1.1%, I'incorporation du marquage 3C' dans les métabolites cérébraux peut étre
mesurée au cours d’une infusion intra-veineuse (i.v) de susbstrats fortement enrichis en
13C" (Rothman et al., 1985). Bien que cette approche puisse sembler similaire aux ap-
proches utilisées en autoradiographie au 4C ou en PET FDG, la spectroscopie RMN par
enrichissement isotopique présente de nombreux avantages. En premier lieu, cette tech-
nique permet de détecter de fagon spécifique les métabolites marqués au cours du temps,
mais également la position atomique de marquage, contrairement a la TEP qui permet la
mesure de la radioactivité dans son ensemble, indépendament du radiotraceur utilisé. De
plus, les susbtrats marqués au *C' sont métabolisés de la méme maniére que les substrats
endogénes, ce qui permet d’évaluer réellement les flux métaboliques in vivo. La encore,
la TEP permet seulement de mesurer des accumulations de radiotraceurs, peu ou pas

métabolisés au niveau cellulaire.

Flux mesurables par spectroscopie du 3C Ainsi, la spectroscopie RMN du 3C
permet de détecter au cours du temps le marquage *C' de nombreux métabolites, et ce
pour différentes positions atomiques. La connaissance de ces différentes courbes d’enri-
chissement permet alors, par 'utilisation d’un modéle métabolique adapté, de dériver de
nombreux flux métaboliques. En effet, lors d’une injection de glucose marqué au *C, les
isotopes 13C' vont étre transportés le long de la glycolyse puis des cycles de Krebs neuro-
naux et astrocytaires, mais également échangés entre les populations cellulaires via le cycle
glutamate/glutamine (Figure 2.4). Lors d’une infusion i.v. de glucose marqué au *C, il
est possible par spectroscopie RMN de différencier jusqu’a 18 cinétiques d’enrichissement

correspondant a 18 positions atomiques différentes dans 8 métabolites : les positions C2,
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C3 et C4 du glutamate , les positions C2, C3 et C4 de la glutamine, les positions C2, C3 et
C6 du N-acétyl aspartate, les positions C1 et C6 du glucose, la position C3 du lactate, les
positions C2 et C3 de 'aspartate, les positions C2, C3 et C4 du GABA et la position C3
de l’alanine (Behar et al., 1986, Gruetter et al., 1994, Gruetter et al., 2001, Henry et al.,
2003b)). Il est également possible d’étudier 'enrichissement du glycogéne (Choi et al.,
1999). Ces techniques d’enrichissement isotopique par injection de glucose ou d’acétate
marqué ont permis, par ’application de modéle mono ou bicompartimental, de dériver de
nombreux flux métaboliques cérébraux : la vitesse globale du cycle de Krebs Vreca (me-
sure que nous décrirons en profondeur dans le paragraphe suivant) (Mason et al., 1992,
Mason et al., 1995), les vitesses des cycle de Krebs astrocytaires Vrca,a et neuronaux
Vrca,n ainsi que la vitesse du cycle glutamate /glutamine ou vitesse de neurotransmission
VNt (Henry et al., 2003b, Henry et al., 2003a, Gruetter et al., 2001, Lebon et al., 2002,
Beckmann et al., 1991, Sibson et al., 1997, Bliiml et al., 2001, Bliiml et al., 2002).

< Glucose Glucose O
f vV ASTROC\% ﬂ:‘URONE \/j

Pyr/Lac < > Pyr/Lac
AcétylCoA AcétylCoA

[ NEURONE POST SYNAPTIQUE }

FI1G. 2.4 — Cycles métaboliques détectables par spectroscopie du 2C Les tech-
niques d’enrichissement isotopique par injection de glucose ou d’acétate marqué au *C
permettent d’évaluer de nombreux flux métaboliques cérébraux, en particulier les vitesses
des cycle de Krebs astrocytaires V7ca,a et neuronaux Vrca,n ainsi que la vitesse du cycle
glutamate /glutamine ou vitesse de neurotransmission VnT.
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FIG. 2.5 — Mesure de la vitesse du cycle de Krebs Vrca L’isotope *C apporté par
le carbone 6 du glucose va marquer au premier tour du cycle la position C4 du glutamate,
puis au tour suivant la position C3, le glutamate étant en équilibre avec une molécule
intermédiaire du cycle de Krebs, I'a-cétoglutarate.

Mesure de Vrca Parce qu’elle représente une mesure unique du métabolisme oxydatif,
la mesure de la vitesse du cycle de Krebs V7ca présente un intérét majeur. Afin de réaliser
cette mesure, une perfusion i.v. continue de glucose marqué au *C est réalisée. L’incorpo-
ration de cet isotope dans le pool de glutamate est ensuite mesurée de facon dynamique
par spectroscopie RMN. Le glutamate, principal neurotransmetteur excitateur du cer-
veau, est en effet une molécule trés concentrée (c~10mM), et donc détectable par RMN
aprés enrichissement. De plus, le glutamate est en équilibre avec un des intermédiaires
du cycle de Krebs, I'a-cétoglutarate. Or le glucose marqué au 3C injecté est dégradé le
long de la glycolyse puis du cycle de Krebs. Ainsi, I'isotope *C apporté par le carbone
6 du glucose va marquer au premier tour du cycle la position C4 du glutamate, puis au

tour suivant la position C3 (Figure 2.5). La modélisation des cinétiques d’incorporation
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de l'isotope ¥C en position C3 et C4 du glutamate permet de déduire la valeur de Vrea

(Mason et al., 1992, Mason et al., 1995).

Perspectives [’avénement des haut champs magnétiques, la précision accrue des nou-
veaux modeéles métaboliques et 1'utilisation de nouveaux précurseurs marqués devraient
permettre d’étendre le nombre de flux accessibles par spectroscopie RMN du 3C', ou tout
du moins d’augmenter la sensibilité de détection de cette technique. De plus, ces progres
pourraient permettre d’envisager I’étude des variations de flux métaboliques associées a

une activation focale (Chhina et al., 2001, Hyder et al., 1996, Chen et al., 2001).

Spectroscopie du 3'P

La seconde technique de spectroscopie RMN la plus couramment utilisée pour la déter-
mination de flux métaboliques est la spectroscopie RMN du 3! P. En effet, la majorité des
composés détectables par spectroscopie RMN du 3'P sont des molécules phosphorées a
haute énergie libre participant aux réactions de production, de transfert ou de consom-
mation énergétique (Figure 2.6). Un spectre RMN 3! P représente en quelque sorte un
profil biochimique énergétique du tissu d’intérét. Les 6 métabolites phosphorés les plus
concentrés dans le cerveau, et donc détectables par RMN, sont la phosphocréatine PCr, le
phosphate inorganique Pi, les phosphomonoesters PME, les phosphodiesters PDE, I'adé-
nosine triphosphate ATP et ,dans une moindre mesure, le NADH . Nous avons détaillé
dans le premier chapitre de ce manuscrit I'importance des molécules a haute énergie libre
que sont I’ATP, le Pi et la PCr dans le métabolisme énergétique cérébral. Il est donc
évident que la détection de ces molécules présente un intérét fondamental pour ’étude

des processus énergétiques.

Des techniques permettant de mesurer les flux métaboliques ont été développées en spec-
troscopie RMN du 2! P au cours des derniéres décennies. En particulier, la méthode dite de
transfert de saturation a permis d’accéder a la mesure de deux flux métaboliques majeurs
(Alger and Shulman, 1984) : (i) le flux de synthése cytosolique d’ATP & partir de la PCr
Vper et (ii) le flux de synthése globale d’ATP a partir du Pi Varp.
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PCr

PME Pi PDE NADH

ATPy
ATPa

ATPB

FI1G. 2.6 — Spectre RMN 3!P cérébral acquis a 3 teslas Les six métabolites détec-
tables sur ce spectre sont les phosphomonesters (PME), les phosphodiesters (PDE), le
phosphate inorganique (Pi), la phosphocréatine (PCr), 'ATP («,f et «) et le NADH.

PCr

PCr % ATP | Vpe, = k{7 [PCY] (2.4)
kL )
Pi L ATP | Varp = k}'[Pi] (2.5)

Dans cette section, nous détaillerons le principe général de la mesure d’une cinétique
chimique par transfert de saturation, puis nous nous intéresserons spécifiquement a une
mesure présentant un intérét majeur pour I’étude du métabolisme énergétique cérébral :
la mesure de la vitesse de synthése globale d’ATP Varp. Nous discuterons enfin I'intérét

respectif et la sensibilité relative des mesures de Vprcr et de Varr.

Mesure de cinétique chimique par transfert de saturation Considérons une ré-

action chimique entre deux composés A et B.
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kap

Akpa B (2.6)

ol kap et kpa (exprimées en s™!) sont les constantes cinétiques de cet équilibre. Les flux
correspondants, exprimés en mol.L™1.s™! sont, de A vers B, kapx|[A] et, de B vers A,
kpax|B|. Cet échange chimique peut également s’écrire en terme d’échange d’aimantation

longitudinale en utilisant les équations de Bloch modifiées incluant I’échange chimique :

dM, M — Mo A(t
: - = int A( ) - kABMZA(t) + kBAMzB(t) (27)
dt Ty
dM, ML — M, g(t
. - = int B( ) + kABMZA(t) - kBAMzB(t) (28)
dt i

Les temps de relaxation 774 et T{% sont les temps de relaxation intrinséques des composés
A et B, c’est-a-dire en I'absence d’échange chimique. Nous nommerons par la suite 774 et
T7H7 les temps de relaxation incluant 1’échange chimique, c¢’est-a-dire mesuré en absence

de saturation.

Il est possible de mesurer les constantes cinétiques kg ou kpa en spectroscopie RMN par
la méthode dite de transfert de saturation. Dans le cas de la mesure de kap par exemple,
cette méthode consiste a saturer sélectivement 1’aimantation du composé B pendant une
durée tsat. Cette saturation a pour effet d’annuler I’aimantation du composé B pendant
cette durée : M,p(t) = 0 pour 0 < ¢ < tsat. Ainsi, I’équation de Bloch modifiée pour le

composé A peut étre résolue analytiquement :

_ —L_)tsa
M. 4(tsat) 1 1— % e (kAB+szf>t ' (2.9)
1+ kABTfﬁ

= —

€q int

M4 1+ kapT}}
Cette équation décrit une décroissance monoexponentielle qui ne dépend plus de B et
qui comporte deux inconnues : le temps de relaxation intrinséque 773" et la constante
cinétique kap. Si T{%' est connu, il suffit pour déterminer k4p de réaliser une expérience

de transfert de saturation a tsat long, I’équation précédente pouvant alors s’écrire :
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MZA(OO) o 1
M T kanTi

(2.10)

Lorsque le temps de relaxation intrinséque du composé A n’est pas connu (ce qui est le
cas dans la plupart des études in vivo), une expérience dite de transfert de saturation
progressif doit étre réalisée. Cette expérience consiste a saturer 'aimantation du composé
B pendant des intervalles tsat de durée croissante. LL’ensemble des résultats permet alors,

par ajustement de la décroissance monoexponentielle, de déterminer Tj% et k4p.

Cependant, il est important de noter que toutes les réactions chimiques ne peuvent pas
étre étudiées par transfert de saturation. En effet, pour pouvoir caractériser une cinétique
par cette méthode, il faut que la constante cinétique de la réaction k45 soit du méme ordre
de grandeur que l'inverse du T7%'. En effet, si kap << 1/T}%, alors, lors de expérience de
transfert de saturation progressif, la perte d’aimantation de A due a ’échange chimique
sera négligeable par rapport a la relaxation longitudinale de A : la saturation de B n’aura

pas d’effet détectable sur A, 'Equation 2.9 devenant :

M, 4(tsat
%q) ~ 1 (2.11)
MzA
Pour kap >> 1/T{%, I'échange chimique entre A et B devient suffisament rapide pour
entrainer la coalescence des raies de A et B. Les résonances de A et B étant coalescentes,

il est alors impossible de les saturer sélectivement.

Mesure de la synthése d’ATP En conditions physiologiques normales, la réaction
chimique entre ATP et Pi refléte I’équilibre entre réactions endergoniques, consommant

I’énergie, et production d’ATP (cf. Chapitre 1) :
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ATP = ADP + Pi (2.12)

Les trois composés phosphorés participant a cette réaction sont visibles en spectroscopie
RMN du 3P : 'ATP présente trois résonances a, 3 et v (chacune d’entre elles étant
en fait un multiplet) correspondant aux trois atomes de phosphores des groupements
phosphates; I’ADP présente deux résonances « et (3, et le Pi une seule résonance. Lors de
la réaction de synthése d’ATP a partir de ’ADP et du Pi, le Pi se lie en position terminale
aux deux groupements phosphates de ’ADP. Ainsi, la liaison du Pi a la molécule d’ADP
est a l'origine de la résonance v de I’ATP. Notons enfin que 'ADP est trop faiblement
concentré dans le cerveau pour étre détectable par spectroscopie RMN & 3T, il n’est donc

pas quantifiable sur les spectres 3'P.

Ainsi, il est possible de réécrire la réaction d’échange chimique entre PATP et le Pi en

terme d’échange d’aimantation :

AT P~ = Pi (2.13)

Notons tout d’abord que la constante cinétique de synthése d’ATP k; est du méme ordre
de grandeur que l'inverse du temps de relaxation longitudinale intrinséque du Pi Tht'.
La méthode de transfert de saturation est ainsi particuliérement sensible & la mesure de
la synthése d’ATP (Kingsley-Hickman et al., 1987). La solution de I’équation de Bloch

modifiée pour cet échange chimique s’écrit alors :

. — # Sa
Mepillsa) 1 (j___ 1 ), (1 g oo (2.14)

En effectuant une saturation sélective progressive de la résonance de I’ATP~, il est donc

possible de dériver les paramétres k; et Tpt et donc d’évaluer le flux Pi — ATP.

Il faut maintenant se demander si le flux que ’on mesure par cette technique peut étre
considéré comme un flux net de synthése d’ATP. En effet, saturer ’aimantation du pool
d’ATP revient & annuler la contribution du flux k&, x[ATP] a "aimantation du pool de Pi,

le flux k, x|[ATP] englobant toutes les réactions de dégradation de PATP. Or il est connu
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que certaines réactions de dégradation d’ATP ne sont pas des réactions de consommation
nette d’énergie, en d’autres termes non utile pour les travaux cellulaires, mais seulement
des réactions réversibles d’équilibre au cours desquelles les molécules d’ATP sont consom-
mées et aussitot régénérées. Cette contribution inefficace en terme de bilan énergétique
augmente donc le flux k,x|ATP] et, par conséquence, le flux mesuré k;x|Pi|. Or, il est
évident la mesure de &y x|Pi| présente un intérét majeur uniquement si elle refléte directe-
ment la synthése nette d’ATP, c¢’est-a-dire si la contribution des processus inefficaces est
négligeable. Des études effectuées sur le muscle squelettique ont montré que de tels proces-
sus inefficaces existent et qu’ils contribuent de fagon majoritaire au flux kx|Pi] mesuré
(Kingsley-Hickman et al., 1987, Lebon et al., 2001, Jucker et al., 2000). En particulier, les
enzymes glycolytiques glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase (GADPH) et phospho-
glycérate kinase (PGK) (Figure 1.3) sont a l'origine d’un flux inefficace mesurable par
transfert de saturation et majoritaire dans le myocarde de rat (Kingsley-Hickman et al.,
1987. Le flux mesuré est ainsi plus élevé que celui attendu en I'abscence de contribution
inefficace. Les auteurs ont de plus montré que en cas d’inhibition des deux enzymes gly-
colytiques GADPH et PGK, le flux mesuré par transfert de saturation était de ’ordre de
grandeur de celui attendu en cas de rendement énergétique maximal des mitochondries

(18 fois la vitesse du cycle de Krebs, ou 36 fois la vitesse de glycolyse).

Cependant, une étude menée dans le cerveau humain plaide en faveur d’une contribution
négligeable des réactions glycolytiques catalysées par GADPH et PGK au flux mesuré
par transfert de saturation semble négligeable (Lei et al., 2003a). Cette observation pour-
rait étre expliquée par la compartimentation cellulaire du Pi. En effet, le Pi semble étre
beaucoup plus concentré dans les neurones que dans les cellules gliales (Sonnewald et al.,
1994, Lei et al., 2003b). Ainsi, le flux mesuré par transfert de saturation refléterait vrai-
semblablement majoritairement le métabolisme neuronal. De plus, de nombreuses études
laissent penser que la glycolyse se déroulerait principalement dans les cellules gliales, tout
du moins lors de I'activation (Pellerin and Magistretti, 1994, Pellerin and Magistretti,
2003, Pellerin et al., 2007). Ainsi, la méthode de transfert de saturation permettrait de
mesurer majoritairement la synthése nette d’ATP produite par le métabolisme oxydatif
neuronal. Cependant, au vu des nombreuses hypothéses énoncées ci-dessus, il apparait que
la mesure de Varp par transfert de saturation nécessite a ce jour des études de validation

complémentaires.
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Vrcr vs. Varp  Nous venons de voir que la mesure de flux métabolique par transfert de
saturation consiste a (1) saturer sélectivement ’aimantation de I’ATP pendant une durée
tsat puis (2) a mesurer la variation d’amplitude du Pi pour Varr ou de la PCr pour Vrcr
induite par cette saturation. La PCr étant 2 a 2.5 fois plus concentrée que le Pi mais
également environ 2 fois mieux résolue spectralement (77°" ~ 2 x T?), la quantification
des variations d’amplitude de la résonance de la PCr est plus aisée que la quantification des
variations d’amplitude de la résonance du Pi. Ceci explique pourquoi, alors que la mesure
du flux Vrer a été reportée dans de nombreuses études (Shoubridge et al., 1982, Morris
et al., 1985, Ogawa et al., 1986, Bachelard et al., 1987, Degani et al., 1987, Holtzman et al.,
1989, Mora et al., 1991, Mora et al., 1992, Sauter and Rudin, 1993, Corbett and Laptook,
1994, Holtzman et al., 1996, Smith et al., 1997, Braunova et al., 2000, Du et al., 2007), la
mesure du flux global de synthése d’ATP Varp n’a été a ce jour réalisée que dans deux
laboratoires (Shoubridge et al., 1982, Lei et al., 2003a, Du et al., 2007). Cependant, la
mesure de Varp présente un intérét métabolique considérablement supérieur a la mesure
de Vpcr. En effet, Vper quantifie un flux de régénération du stock d’ATP a partir de la PCr
cytosolique uniquement. Autrement dit, ce flux est un flux de transfert d’une molécule &
haute énergie libre, la PCr, vers une autre molécule & haute énergie libre, ’ATP. Le bilan
énergétique de la conversion de PCr en ATP est donc quasi-nul (AGy ~ 0). Ainsi, Vrer
quantifie seulement la capacité de la cellule & maintenir son stock d’ATP, mais ne donne
pas d’information sur la production d’ATP proprement dite. Au contraire, le flux quantifié
par Varp englobe la contribution de toutes les voies cataboliques permettant la production
d’ATP a partir du Pi. Ce flux Pi — AT P est donc un flux net de production d’énergie
dont le bilan énergétique est positif (si la contamination glycolytique est effectivement
négligeable). Par conséquent, la mesure de la vitesse globale de synthése d’ATP Varp

présente un intérét majeur pour I’évaluation du métabolisme énergétique cérébral.

Autres méthodes spectroscopiques de mesure de flux

Ces derniéres années, de nouvelles méthodes de spectroscopie RMN permettant d’accéder
a des mesures innovantes de flux métaboliques cérébraux ont été proposées. Parmi ces
méthodes confidentielles et/ou cotiteuses, on peut citer :

— L’utilisation de noyaux X ezotiques que ’avénement des hauts champs magnétiques rend

potentiellement intéressants. Ainsi, une premiére mesure de la consommation cérébrale
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d’oxygeéne C' M RO, par spectroscopie RMN de 'oxygéne 17 (170) a été réalisée en 2005
A 7T (Zhang et al., 2004, Zhu et al., 2005). Cependant, 1'utilisation de I''7O reste encore
au stade expérimental, cet isotope étant trés cotiteux.

— L’hyperpolarisation de noyaux X, principalement du '*C, qui permet de multiplier le
rapport signal sur bruit accessible par un facteur >10000 (Ardenkjaer-Larsen et al.,
2003). L'utilisation de '*C1-pyruvate hyperpolarisé a notamment permis de mesurer in
vivo les flux de conversion *Cl-pyruvate—!3Cl-lactate, '*Cl-pyruvate—'3Cl-alanine
et 3C1-pyruvate—'3C-bicarbonate avec une résolution temporelle de 3s (Kohler et al.,
2007). Par injection de bicarbonate marqué H'*COy, Gallagher et al. ont récemment
montré qu’il est également possible d’effectuer une cartographie du pH in vivo (Gal-
lagher et al., 2008). Cependant, il faut noter que le temps de dépolarisation de ces
composés est de l'ordre de ~1min in vivo, i.e. du méme ordre de grandeur que le temps
nécessaire a leur passage de la barriére hémato-encéphalique. Par conséquent, ils ne
sont a ce jour pas utilisables comme tels pour les études cérébrales. Le développement
de nouvelles molécules dont la polarisation relaxerait plus lentement (long lived hy-
perpolarized states) apparait donc comme un enjeu majeur (Vinogradov and Grant,
2008).

— La combinaison du marquage isotopique au *C et du transfert de saturation (Xu et al.,
2007). Cette approche originale consiste, dans un premier temps, a enrichir en *C
un couple substrat/produit in vivo afin de rendre détectable le produit enrichi. Dans
un second temps, on applique une technique de transfert de saturation en irradiant
sélectivement la résonance du produit. Ce faisant, il est possible d’évaluer la vitesse
de la réaction substrat/produit, et ce méme si le produit est indétectable par manque
de sensibilité sur le spectre *C. Ce principe a été mis en oeuvre pour la mesure de la
réaction lactate—pyruvate catalysée par la lactate déshydrogénase (Xu et al., 2007), ou
encore pour la mesure de 'échange CO,/HCO;5 (Yang et al., 2008).

Il est intéressant de noter qu’aucune de ces approches ne peut étre a priori utilisée en

spectroscopie RMN du 'H au vu de abondance naturelle du proton (99.985%) et de la

complexité des spectres 'H qui empéchent la modification d’aimantation sélective d’un
métabolite. Des méthodes d’édition et de transfert de polarisation hétéronucléaire restent
cependant possibles et se doivent d’étre mentionnées. Dans tous les cas, il est important de
souligner que les mesures de flux par spectroscopie RMN sont des mesures complexes, tant

au niveau de I'implémentation que de I'interprétation, trés peu sensibles et potentiellement
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invasives (injection de précurseur marqué au '*C' par exemple). L’utilisation de ces mesures

en routine clinique apparait ainsi encore a ce jour comme un défi méthodologique.

2.2.3 Mesure des paramétres d’équilibre

pH physiologique par spectroscopie RMN du 3'P En conditions physiologiques
normales, le phosphate inorganique Pi est en équilibre entre deux formes chimiques
HyPO; et HPO? . Cet équilibre acido-basique est un échange chimique extrémement
rapide (K4 = 10'%s™!) (Equation 2.15). Sur un spectre RMN 3'P acquis in vivo, le
Pi ne présente pas deux résonances distinctes (chacune correspondant a une forme chi-
mique) mais une seule résonance dont la fréquence dépend des concentrations respectives
des deux composés en équilibre H,PO, et HPO3; . Or le pKa de ce couple acidobasique
est de pKa~6.77 et donc trés proche du pH physiologique. Ainsi, cet équilibre chimique
présente une grande sensibilité aux variations de pH dans la gamme physiologique. Il est
donc possible, en estimant les variations de déplacement chimique de la résonance du Pi,

d’estimer les variations du pH physiologique avec une grande précision.

H,PO; = HPO;” + H", K4 = 10"%s7" (2.15)

Afin de garantir la reproductibilité des mesures de pH par mesure de déplacement chi-
mique, il est nécessaire de choisir une référence interne de fréquence. La référence la plus
communément choisie est la résonance de la PCr qui présente deux avantages majeurs.
Tout d’abord, la fréquence de résonance de la PCr est indépendante des variations de pH
dans la gamme physiologique et peut donc étre considérée comme référence. De plus, la
PCr étant environ deux fois plus concentrée que le Pi et ne présentant pas de recouvre-
ments avec d’autres résonances, le pic de résonance de la PCr est de loin le plus résolu
du spectre 3P cérébral, ce qui augmente la précision de la détermination de sa fréquence

centrale.

Ainsi, afin de déterminer le pH cérébral, il suffit d’évaluer la différence de déplacement
chimique ¢ entre les résonances du Pi et de la PCr et d’appliquer la formule d’Henderson-

Hasselbach modifiée suivante :
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F1G. 2.7 — Détermination du pH La mesure de la différence de déplacement chimique
entre les résonances du Pi et de la PCr permet d’évaluer le pH physiologique par I’équation
d’Henderson-Hasselbach modifiée.

)
pH = pKa + logiHA (2.16)
oa—0

ou d est le déplacement chimique observé (Figure 2.7), i1 et d4 sont les déplacements
chimiques des formes protonnée (HoPO)) et non protonnée (HPO7 ), et pKa est le

logarithme de la constante d’équilibre K4 de ’équilibre acido-basique.

Le pH ainsi obtenu est un pH physiologique global, incluant des contributions intra-
cellulaire et extracellulaire. En effet, la résonance du Pi est composée d’une résonance
majeure correspondant au Pi intracellulaire et d'une résonance mineure correspondant au
Pi extracellulaire (Lei et al., 2003b). Dans ce manuscrit, nous occulterons volontairement
I’existence de ces deux composantes, la résolution spectrale obtenue lors de nos études ne

nous permettant pas de différencier les deux composantes.

Ainsi, la spectroscopie RMN du 3 P permet d’estimer précisemment le pH physiologique
global par la mesure de la différence de déplacement chimique entre un composé référence
(PCr) et un composé dont la résonance dépend fortement du pH dans la gamme phy-
siologique (Pi). Notons que ces mesures de déplacement chimique permettent également

d’accéder a la concentration tissulaire en M g**.
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pH extracellulaire par spectroscopie RMN du 'H La mesure du pH extracellulaire
en spectroscopie RMN du proton est également basée sur une mesure de déplacement
chimique d’une ou de plusieurs résonances dépendantes du pH. La différence fondamentale
avec la méthode précédente est que les résonances d’intérét proviennent de molécules
erogénes administrées par injection. L’utilisation de ces sondes pHmétriques a permis
de réaliser des cartographies du pHe par imagerie spectroscopique, en particulier sur
des rats porteurs de tumeurs cérébrales, mettant en évidence une diminution de pHe
dans ces tumeurs (Garcia-Martin et al., 2001). Cependant, il faut noter que la réalisation
de telles molécules est complexe car conditionnée par de nombreux facteurs : toxicité,
perturbation physiologique, fréquence de résonance hors de la gamme des résonances
des composés physiologiques, compartimemtation dans I’espace extracellulaire... (Provent,
2006). L’utilisation de ce type de sondes reste donc pour I'instant peu envisageable pour

des études humaines.

Coefficients de diffusion D’autres techniques de spectroscopie RMN, telle que la spec-
troscopie 'H de diffusion, permettent d’accéder aux coefficients de diffusion (ADC) de
nombreux métabolites d’intérét, renseignant sur la compartimentation inter et intracellu-
laire de ces composés (Pfeuffer et al., 2000, Posse et al., 1993, Valette et al., 2007, Valette
et al., 2008).

2.2.4 Limitations

La principale limitation a I'utilisation de la spectroscopie RMN in vivo est sa faible sensibi-
lité intrinseéque. En effet, 'obtention de spectres RMN quantifiables et donc interprétables
est soumise a trois conditions au minimum :

— Tout d’abord, il est nécessaire que le noyau étudié ait une abondance naturelle suffisante.
Cette condition est remplie dans le cas des noyaux 'H (99.985%) et ' P (100%), mais
pas dans le cas du C (1.108%). Des techniques d’enrichissement isotopique peuvent
alors étre utilisées afin de palier cette condition.

— De plus, la sensibilité de détection au noyau d’intérét doit étre suffisament élevée. Cette
valeur est proportionelle a v3I(I + 1), ou v est le rapport gyromagnétique du noyau

étudié. Ainsi, elle est de 0.0663 pour le 3P et de 0.0159 pour le *C, contre 1 pour le
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'H.

— Enfin, il est évidement nécessaire que le métabolite & quantifier soit suffisament concen-
tré dans le tissu d’intérét. Le profil biochimique visible par spectroscopie RMN est ainsi
largement dépendant du tissu étudié.

Ainsi, la grande majorité des études de spectroscopie RMN dans le systéme nerveux cen-

tral sont réalisées par spectroscopie RMN du ' H. La spectroscopie RMN du 2! P est quand

a elle largement utilisée pour I’étude des tissus musculaires, les concentrations des méta-

bolites phosphorés y étant trés élevées. L'utilisation de techniques de spectroscopie des

noyaux X pour l’étude du systéme nerveux central reste complexe, le manque de sensi-
bilité devant étre palié par un nombre important d’expériences et/ou un enrichissement
isotopique. De plus, il faut souligner que la quantification d’un spectre RMN présente
de nombreuses difficultés. En effet, de nombreux facteurs compliquent l'interprétation
des spectres et la détermination des différentes résonances qui le composent. Citons par
exemple les recouvrements (OQuverlap) entre résonances, les effets de J modulation, les ef-
fets de toit, les variations de phase d’ordre 1, les distorsions de résonances, les variations
de ligne de base... Par conséquent, la quantification des spectres RMN est a elle seule un

domaine de recherche propre qui mobilise de nombreux laboratoires.

Finalement, méme si la spectroscopie RMN in vivo est limitée par une faible sensibi-
lité intrinséque, cette technique apparait comme une technique d’intérét pour I’étude
de nombreux parameétres métaboliques, notamment dans le systéme nerveux central. Plus
particuliéerement, la spectroscopie des noyaux X apparait comme la solution de choix pour
I’étude des réactions biochimiques in vivo, la mesure des flux métaboliques présentant un

intérét majeur pour la compréhension fonctionnelle du cerveau.
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Partie I : Conclusion

La maladie de Huntington illustre les liens étroits entre neurodégénérescence et déficit
énergétique. Dans ce contexte, la possibilité d’évaluer le métabolisme énergétique cérébral
in vivo présente un intérét majeur. En particulier, parmi les parameétres caractéristiques
du métabolisme énergétique, les flux métaboliques renseignent non pas sur I’équilibre cel-
lulaire dans son ensemble mais sur la dynamique métabolique, sur I’état de fonctionnement
cellulaire. Parmi les méthodes de neuroimagerie permettant de réaliser des mesures de flux
meétaboliques in vivo, la spectroscopie RMN se présente comme une des méthodes les plus
pertinentes. En effet, cette technique permet d’accéder a des valeurs de flux majeurs, telle
la vitesse de synthése d’ATP globale. Cependant, 'implémentation des techniques spec-
troscopiques reléve encore du défi méthodologique et reste confrontée & une sensibilité de
détection limitée. Un travail d’implémentation et de validation s’impose avant d’envisager

I’application a ’homme de ces méthodes, en particulier de la méthode de mesure de Varp.
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Deuxiéme partie

Validation multimodale de la mesure de
synthése I’ATP par RMN du 3P
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Chapitre 3

Plan expérimental

Au regard du contexte exposé en premiére partie de ce manuscript, il apparait que la
spectroscopie RMN du 3!'P présente un potentiel unique pour I’étude du métabolisme
énergétique cérébral. En particulier, par 'utilisation de la méthode de transfert de sa-
turation, cette modalité permet la quantification du flux unidirectionnel Varr, flux qui
peut étre considéré comme un gold standard du métabolisme énergétique. Ce flux est en
effet indépendant des substrats énergétiques (glucose, acide gras, glycogéne...) et refléte
la synthése globale d’ATP au cours des diverses voies cataboliques, parmi lesquelles la
glycolyse, le cycle de Krebs et la phosphorylation oxydative. De plus, cette technique
présente 'avantage de ne nécessiter aucune injection de précurseur marqué et d’étre par
conséquent strictement non invasive. Cependant, bien que le potentiel de la spectroscopie
du 3'P ait été connu depuis trois décennies, seulement deux mesures cérébrales in vivo de
Varp avaient été rapportées lorsque ce travail de thése a été initié : une dans le cerveau de
rat en 1982 (Shoubridge et al., 1982) et une plus récente dans le cerveau humain en 2003
(Lei et al., 2003a). De plus, il est important de noter que ces études avaient été réalisées
a haut champ (By >4T) sans aucune localisation spectroscopique, la localisation étant
simplement déterminée par la sensibilité de I'antenne de surface. Enfin, il a également été
montré que la mesure de Varp par transfert de saturation pouvait étre contaminée par la
synthése réversible d’ATP catalysée par certaines enzymes glycolytiques. Cette contami-
nation s’est révélée dominante dans les tissus périphériques perfusés (Kingsley-Hickman
et al., 1987, Brindle and Radda, 1987), dans le muscle squelettique de rongeur (Jucker

et al., 2000) et dans le muscle squelettique humain (Lebon et al., 2001). Ainsi, la mesure
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de Varp par la méthode de transfert de saturation représente encore un défi méthologique
et des études complémentaires de validation restent a mener afin de vérifier la fiabilité de

cette technique pour la mesure in vivo de la synthése cérébrale d’énergie.

Dans ce contexte, le premier objectif de ce doctorat a été de valider cette technique. Pour
ce faire, nous avons utilisé une méthode de neuroimagerie multimodale permettant la
validation directe de la mesure de Varp par comparaison avec d’autres mesures du méta-
bolisme énergétique cérébral. Dans ce chapitre, la conception de I'approche multimodale
sera décrite en détail. Dans un premier temps, les trois flux métaboliques étudiés dans
cette étude seront présentés et leurs couplages théoriques mis en avant. La reproductibilité
des expériences de neuroimagerie sera ensuite discutée, tant au niveau du matériel utilisé
qu’au niveau de la physiologie des primates. Enfin, les sensibilités intrinséque et relative

des différentes modalités seront exposées. Le plan expérimental sera alors décrit.

3.1 Flux mesurés et couplages métaboliques

Une approche de neuroimagerie multimodalités a été mise en place au cours de ce travail
de theése. Les principaux objectifs de cette approche étaient (i) d’obtenir une évalua-
tion globale du métabolisme énergétique cérébral par 'utilisation de trois techniques de
neuroimagerie complémentaires : la TEP ¥F-FDG, la spectroscopie RMN du '3C et la
spectroscopie RMN du 3'P, et (%) de valider ainsi la méthode de transfert saturation

comme méthode robuste de mesure de la synthése cérébrale d’énergie.

Le plan expérimental choisi dans cette étude avait ainsi pour but de mesurer les trois flux
métaboliques CMRgle, Vrca et Varp respectivement par *F-FDG TEP, spectroscopie
RMN du 3C et spectroscopie RMN du 3'P. Pour rappel, en conditions physiologiques
normales, la transformation du glucose au cours de la glycolyse puis du cycle de Krebs
devrait étre couplé stoechiométriquement a la synthése d’ATP cérébral (Figure 3.1) (cf.
Chapitre 1). Par conséquent, la mesure des trois flux choisis devrait permettre d’effectuer
une validation de la mesure de Varp par spectroscopie RMN du *'P et de dresser un
bilan global des principales voies cataboliques du métabolisme énergétique cellulaire. Afin
d’obtenir des mesures comparables et donc corrélables entre elles, la reproductibilité des

expériences a été controlée et les flux mesurés dans une zone du cerveau définie chez les
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mémes animaux en mémes conditions physiologiques.

Fi1G. 3.1 — Mitochondrie et flux métaboliques détectables. Les trois flux méta-
boliques mesurés lors de cet étude (CMRgle, Vrca et Varp) sont ici représentés. En
conditions physiologiques normales, la transformation du glucose au cours de la glycolyse
puis du cycle de Krebs devrait étre couplé stoechiométriquement a la synthése d’ATP
cérébral.

Il est important de préciser que 'approche décrite dans ce manuscript tire largement profit
des développements et études menées ces derniéres années dans le laboratoire. En effet, une
étude de validation croisée des mesures de CMRglc et de Vrca chez le primate sain a été
menée dans le laboratoire par Boumezbeur et al. en 2005. Cette étude a permis de vérifier
les couplages théoriques entre ces deux flux et ainsi de proposer pour la premiére fois
une validation directe de la mesure de Vrca par spectroscopie RMN du *C (Boumezbeur
et al., 2005). De plus, de récents développements en spectroscopie RMN du *'P, menés par
Valette et al., ont permis d’obtenir des spectres 3'P localisés dans le cerveau de primate

(Valette et al., 2006b).
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3.2 Systémes d’imagerie utilisés

Tout d’abord, il faut souligner que cette étude a été rendue possible par ’environnement
de travail du SHFJ. En effet, sur ce site, nous disposions d’un systéme d’imagerie RMN,

d’'un systéme d’imagerie TEP et d’'une animalerie primate.

3.2.1 Systéme RMN 3 teslas

Le systéme RMN du SHFJ était un spectrométre 3 T corps entier MedSpec (Bruker Bios-
pin, Ettlingen, Allemagne) de diamétre interne 97 cm (Figure 3.2 (a)). En reéalité, le
champ magnétique statique, orienté selon ’axe z du tunnel, était de 2.94 T, ce qui cor-
respond & une fréquence de Larmor de 125.127MHz pour le proton, 50.625MHz pour le
phosphore 31 et 31.467MHz pour le carbone 13. Cet imageur était équipé d’un tunnel de
gradient de diamétre interne 55 cm. L’intensité maximale des gradients était de 44mT.m™,
leur temps de montée de 310us. Un blindage actif et des courants de préamphasis per-
mettaient de limiter les courants de Foucault. La correction des inhomogénéités de champ
B0 ("shim") était effectuée au premier ordre (x,y, z) par les bobines de gradients, et au
second ordre (22, zy,yz, zz,z*> — y*) par un canon de shim. La commande du systéme
s’effectuait depuis une console Linux équipée du logiciel Bruker Paravision 3.0.2.(Figure
3.2 (b)).

La sonde radiofréquence utilisée dans cette étude est une sonde de surface Bruker double
accord *H/3'P de diamétre 4.5cm. En terme de rapport signal sur bruit, I'utilisation de
ce type de sonde est en effet préférable, au vu du faible volume d’intérét cérébral et de
la faible profondeur de ce volume par rapport a la surface de la téte. Pour 1’émission, la
sonde est raccordée par un cable coaxial d’impédance 50€2 & un amplificateur de puissance
(Dressler HF technik, Stolberg-Vicht, Allemagne). Pour la réception, elle est reliée & un

étage de préamplification.
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(a)

F1G. 3.2 — Systéme RMN (a) Systéme RMN 3 teslas du SHFJ (b) Salle de pilotage de
I'imageur 37T

3.2.2 Systéme TEP

L’imagerie TEP a été effectuée sur un tomographe ECAT EXACT HR+ (Siemens-CTI,
Knoxville, TN, USA)(Figure 3.3). Les caractéristiques techniques de ce systéme sont les
suivantes :

— diamétre des anneaux = 82cm

— nombre d’anneaux = 24

— cristaux détecteurs de type BGO (2.9%5.9%30 cm?)

— nombre de détecteurs par anneau = 784

— résolution spatiale intrinséque = 4mm

FiG. 3.3 — Systéme TEP HR+ du SHFJ
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3.3 Manipulation des primates

Cette étude a été menée sur trois macaques males sains (macaca fascicularis, poids moyen
5 kg). L’ensemble des procédures a été conduit en accord strict avec les recommandations
de la Communauté Européenne (86/609) et du Comité National Frangais (87/848) pour
’utilisation et le soin des animaux de laboratoire. Notre objectif étant de comparer quan-
titativement troix flux métaboliques mesurés a des moments différents a 1’aide de trois
méthodes distinctes, nous insistons sur le fait qu’il est indispensable de pouvoir contro-
ler la reproductibilité des expériences, en particulier au niveau de la mise en place, de

I’anesthésie et du suivi physiologique des primates.

3.3.1 Positionnement des primates

Il est connu que 'homogénéité du champ statique B0 joue un role critique dans les études
de spectroscopie RMN. En effet, les inhomogénéités de B0 sont a I’origine d’une résolution
spectrale dégradée et par conséquent d’une diminution du rapport signal sur bruit. Par
conséquent, pour toutes les sessions d’imagerie TEP et RMN, les primates sont maintenus
en position du Sphinx i.e. en décubitus ventral, la téte relevée faisant face a 'ouverture
arriére du systéme d’imagerie, et ce a I’aide d’un unique cadre stéréotaxique dédié (Figure
3.4). Ce dernier est muni de deux barres d’oreilles et d’'un mors a dents permettant de
maintenir le primate fixement en trois points. L’utilisation de ce cadre permet de controler
facilement la reproductibilité de la mise en place et de I'orientation des animaux dans les
systémes d’imagerie. De plus, il a été montré expérimentalement que cette orientation est
plus intéressante que la position de décubitus dorsal classique en terme d’homogénéité du
champ B0. En effet, elle permet de minimiser initialement les perturbations du champ
statique dues au cavité d’air (sinus, fosse nasale, canal auditif) et aux tissus externes
(peau, graisse, muscles, os)(Valette et al., 2006a), facilitant les procédures de shim réalisées
a posteriori. 11 a ainsi été montré que la dispersion de B0 a travers le cerveau était

dimininuée d’un facteur 2 a 3 en position du Sphinx par rapport au décubitus dorsal.
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FiG. 3.4 — Positionnement des primates Les primates sont maintenus en position du
Sphinx a I’aide d’un cadre stéréotaxique dédié

3.3.2 Anesthésie

Toujours dans un souci de reproductibilité, la procédure d’anesthésie des primates est

identique pour toutes les sessions d’imagerie TEP et RMN. L’induction de 1’anesthésie

est réalisée par une injection intramusculaire d’'un mélange de kétamine (15 mg.kg™!) et

de xylazine (1.5 mg.kg™!). Une fois animal positionné dans le systéme d’imagerie, 1’anes-

thésie est maintenue par une infusion i.v. continue de propofol (2,6-diisopropylphénol,

200 pug.kg~!.min™!). Le choix de cet hypnotique présente plusieurs avantages :

— son effet sur le métabolisme cérébral est limité (Vandesteene et al., 1988), ce qui est
évidement primordial dans notre étude;;

— les phases d’induction du sommeil et de réveil sont rapides. Les risques de problémes
respiratoires et/ou cardiaques inhérents a ’anesthésie sont ainsi minimisés;

— l'utilisation i.v. permet une régulation précise et quasiment en temps réel de la profon-
deur d’anesthésie.

Durant toutes les sessions d’imagerie, I'animal est également intubé afin de faciliter la

ventilation.

3.3.3 Suivi physiologique

Le suivi des paramétres physiologiques durant les sessions d’imagerie est primordial car
il nous renseigne sur le bien-étre de 'animal au cours de ’expérience et nous permet de

controler et d’adapter en temps réel la profondeur d’anesthésie. Durant les acquisitions
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RMN, un systéme de monitorage Maglife C (Bruker Medical SA, Schiller, Wissembourg,
France) compatible avec ’environnement magnétique (jusqu’a 40mT) est utilisé pour
le suivi. Au cours des sessions d’imagerie TEP, un systéme portable (Nonin Medical
Inc., Minnesota, USA) est utilisé. Pour toutes les sessions TEP et RMN, les paramétres
physiologiques sont donc suivis et maintenus stables dans les gammes physiologiques. La
température corporelle est mesurée a l'aide d'une sonde rectale et maintenue autour de
36°C a I'aide d’une couverture chauffante placée sous I’animal. La pression non invasive
(PNI), mesurée a I’aide d’un brassard positionné autour du bras, était comprise entre 50
et 60 mmHg. Un ajustement dynamique du taux de perfusion du propofol est effectué
afin de maintenir le rythme cardiaque de ’animal entre 90 et 110 pulsations/min, ce qui
correspond & un état de sommeil léger. La fréquence resporatoire est mesurée entre 18 et

23 cycles/min et la pression partielle de saturation en C'O, expiré entre 35 et 40mm Hg.

3.4 Volume d’intérét et sensibilité

3.4.1 Choix du volume d’intérét

Afin de pouvoir effectuer une comparaison sensée des trois flux métaboliques d’intérét,
il est nécessaire de choisir un méme volume d’intérét (VOI) cérébral et de le positionner
a l'identique pour toutes les sessions d’imagerie. Dans cette étude, les flux métaboliques
ont été mesurés dans un VOI cubique de 2x2x2 cm?® (8mL) situé dans la partie centrale
haute du cerveau. Le choix de la position du VOI est conditionné par la sensibilité de la
sonde RMN 3!'P. En effet, le diamétre de celle-ci étant de 4.5 cm, sa sensibilité maximale
de détection en réception se situe a une profondeur de 2.25c¢m. Ainsi, avant chaque session
d’imagerie RMN 3C et 3' P, une image 3D haute résolution du cerveau (séquence gradient
écho, matrice 128 x128x 128, resolution 1x1x1 mm?3) a été acquise afin de positionner
correctement le VOI. Comme le montre la Figure 3.5, le positionnement du VOI peut
étre effectué de fagon précise et reproductible grace a des repéres anatomiques simples.
Ainsi, pour chaque primate, toutes les acquisitions RMN ont pu étre effectuées dans des

VOIs de méme volume positionnés a l’identique.

Il est également important de noter que, contrairement a la spectroscopie RMN monovoxel
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pratiquée ici, I'imagerie TEP fournit une image de I’ensemble du cerveau. Par conséquent,
il a été nécessaire de localiser le VOI de 8mL a posterior: sur les images TEP acquises, afin
d’extraire le signal provenant uniquement de ce volume. Pour ce faire, une méthode robuste
et automatique de recalage rigide des images TEP et des images IRM 3D, développée
par Mangin et al., a été utilisée (Mangin et al., 1994). Cette méthode permet localiser
précisement le VOI de détection utilisé en IRM et d’extraire, pour chacune des images
de I'examen TEP FDG, lactivité tissulaire du ®F-FDG dans cette région en fonction du

temps (cf Chapitre 4).

FiG. 3.5 — Images RMN 3D acquises sur un primate La position du VOI dans lequel
CMRygle, Vrea et VaTp ont été mesurés est présentée en coupe (a) coronale, (b) axiale et
(c) sagitale.

3.4.2 Sensibilité des différentes méthodes et nombre de sessions

Le but de cette étude a été de mesurer les trois flux métaboliques suivants dans le méme

voxel d'intérét (VOI) sur un groupe de trois primates :

— CMRygle par TEP aprés une injection intra veineuse (i.v.) de ¥F-FDG (temps d’acqui-
sition 1h). Un total de 6 sessions a été conduit (2 par animal).

— Vrea par spectroscopie RMN indirecte du 3C pendant une infusion i.v. continue de
[U-13Cg| glucose (temps d’acquisition 2h). Un total de 8 sessions a été conduit (2 a 3

par animal).
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— Varp par la méthode de transfert de saturation en spectroscopie RMN du *'P (temps
d’acquisition 1h40). Un total de 15 sessions a été conduit (4 & 6 par animal).
Il est important de noter que chaque modalité d’imagerie posséde une sensibilité qui lui
est propre. Ainsi, la mesure de Vrca par spectroscopie RMN du ¥C est beaucoup moins
précise que la mesure de CMRgle par *F-FDG TEP, étant donné la faible sensibilité
intrinséque de la spectroscopie RMN. La mesure de Varp est quand a elle encore moins
précise que celle de Vrcea, principalement a cause de I'important rapport signal sur bruit
requis pour détecter les variations de signal associées a la vitesse de synthése d’ATP. Notre
étude visant & comparer ces trois flux métaboliques, il était indispensable de compenser
les différences de sensibilité des trois techniques de neuroimagerie en adaptant le nombre
de sessions a mener sur chaque primate. Par conséquent, le plan expérimental a été concu
de telle sorte que la précision finale obtenue sur chaque mesure soit de I'ordre de 20 a 30
%, ce qui explique que le nombre de sessions expérimentales soit variable d’'une modalité

a l'autre. Le tableau suivant résume le plan expérimental retenu :

Flux Modalité Temps d’acquisition | Sensibilité | Nombre total
mesuré d’imagerie (min) de sessions
CMRglc | BF-FDG TEP 60 ++ 6

Vrea 13C MRS 120 + 8

Varp 3P MRS 100 - 15

TAB. 3.1 — Plan expérimental Le nombre total de sessions a été adapté afin de compen-
ser les différences de sensibilité des trois techniques de neuroimagerie. Cette adaptation
a permis d’obtenir une précision finale de I'ordre de 15 a 20% sur chaque mesure de flux
métabolique.
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Chapitre 4

Mesure des flux métaboliques cérébraux

Dans ce chapitre, les mesures de CMRglc par F-FDG TEP, de Vrca par spectrosco-
pie RMN indirecte 'H-{'3C} et de Varr par spectroscopie RMN du 3'P seront décrites
successivement. Les mesures de CMRglc et de Vrca ayant été détaillées dans des études
antérieures, la description faite dans ce chapitre sera relativement succinte. Par contre, la
mesure de Varp ayant été rapportée dans un nombre limité d’études, cette méthode sera
exposée en détails. Nous nous attarderons également sur la méthode originale développée

pour la quantification des spectres 3'P.
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4.1 Mesure du flux glycolytique CMRglc par *F-FDG
TEP

4.1.1 Matériel et Méthodes

Anesthésie et suivi physiologique des primates Le positionnement des primates
dans le tunnel et le protocole d’anesthésie réalisés dans cette étude sont ceux décrits au
chapitre précedent. L’injection i.v. de 8F-FDG et la collecte des échantillons de sang
artériel au cours de ’examen ont de plus nécessité la pose d’un cathéter veineux dans
la veine saphéne et d’'un cathéter artériel dans I'artére fémorale. Afin de controler la
stabilité physiologique des primates au cours de I’examen, divers paramétres plasmatiques
ont été mesurés avant, 20 minutes aprés injection de '8F-FDG et a la fin de ’examen.
Ces mesures présentées dans le Tableau 4.1 présentent peu de variabilité d’un examen
a l'autre, confirmant la reproductibilité des expériences effectuées. Pour chaque primate,

deux examens TEP FDG ont été conduits.

T Gy pH pC0y P0s 504

(0) | (gL (mmHg) | (mmHg) | (%)
Pré Injection 0.7+020|74+£01(39.0£28| 114+3 | 98.5+0.7
t = 20min 35.2+0.6 / 74+0.0 / 101 4+4 | 98.5+0.0
Post Injection 0.7£0.05|74+0.1]405+0.7| 1082 | 98.54+0.0

TAB. 4.1 — Parameétres physiologiques Pour chaque session, la température T, la
glycémie Gy et les paramétres issus de I'analyse des prélévements sanguins (pH sanguin,
pression partielle en C0y (pC02) et en 0y (p02), saturation en 0y (s02)) sont mesurées
avant, 20 minutes aprés injection de ®*F-FDG et a la fin de 'examen afin de s’assurer de
la stabilité physiologique des animaux.

Acquisition des images Une fois le primate positionné dans le tomographe, une image
de transmission est réalisée avec une source de *Ga-%8Ge afin d’effectuer les corrections
d’attenuation. L’injection i.v. d’un bolus de F-FDG marque le début de ’acquisition.
Durant les 60 minutes suivant l'injection, 24 images en émission (63 coupes, matrice
matrice 128x128, 4.5mm de résolution intrinséque) sont acquises. L’activité du résidu de
radiotraceur restant dans la seringue d’injection est évaluée afin de déterminer 'activité

réelle injectée (~2.5mCi).
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Fonction d’entrée artérielle Des échantillons de sang artériel sont collectés toutes les
15 secondes pendant les deux premiéres minutes d’acquisition, puis a 2.5, 3, 5, 7, 10, 15,
20, 30, 40 et 50 minutes. L’activité de ces échantillons est mesurée a 'aide d’un compteur
gamma a calibration croisée (Cobra Quantum D5003, Perkin- Elmer, France), ce qui per-
met d’évaluer la fonction d’entrée artérielle. Il faut cependant noter que seulement quatre
fonctions d’entrée ont pu étre évaluées au cours des six sessions TEP étant donné les diffi-
cultés expérimentales que présente une telle mesure. Deux fonctions d’entrée ont ainsi pu
étre mesurées pour un des trois primates, une seule pour les deux autres. Pour les sessions
au cours desquelles la fonction d’entré n’a pu étre évaluée, nous avons utilisé la fonction

d’entrée mesurée chez le méme primate au cours d’une autre session expérimentale.

4.1.2 Reésultats

Extraction du VOI et courbe activité-temps Le VOI d’intérét cérébral de 8mL
a été extrait des séries dynamiques d’images TEP comme décrit au Chapitre 3.4.1 . La
Figure 4.1 (a) présente en vue coronale, axiale et sagitale les images obtenues aprés
recalage TEP-IRM ainsi que le positionnement du VOI cérébral. Pour chaque examen,

la courbe d’activité/temps du ®F-FDG tissulaire est évaluée dans ce VOI (Figure 4.1

(b)).

Quantification du flux métabolique Le modéle cinétique utilisé dans notre étude
est le modeéle cinétique & 3 compartiments décrit dans le Chapitre 1 (Phelps et al., 1979).
La fraction vasculaire du VOI a ici été fixée empiriquement a 5% (Boumezbeur, 2005).
Connaissant de plus les fonctions d’entrée caractéristiques, les courbes d’activité/temps
du BF-FDG tissulaire et la glycémie plasmatique, les constantes cinétiques k},k3 et k% ont
été calculées en utilisant 'hypothése de phosphorylation irréversible. La consommation
régionale de glucose CMRglc a été déterminée pour chaque examen a l'aide d’un module
spécialisé du logiciel Pmod (FDG 2 Tissue Compartment Model, Pmod Technologies,
Zurich, Suisse)(Burger and Buck, 1997). Pour ce faire, la valeur de la LC a été fixée a
0.42 (Boumezbeur et al., 2005). La consommation régionale de glucose CMRglc moyenne

(moyennée sur 8 sessions d’imagerie conduites sur trois primates) a ainsi été évaluée a :
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F1G. 4.1 - (a) Recalage d’images echo de gradient 3D et d’images TEP acquises chez un
méme primate. Le positionnement du VOI dans lequel les flux métaboliques ont été mesu-
rés est présenté en vue (1) coronale, (2) axiale et (3) sagitale. (b) Courbe activité/temps
extraite du VOI et meilleur ajustement obtenus au cours d’une session TEP.
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CM Rglc = 0.27 £ 0.07umol.g~ " .min™! (4.1)

Les valeurs individuelles sont présentées dans le Tableau 4.2.

N* Mac CMRyqlc
(umol.g~t.min—1)

1 0.30
0.35

2 0.29
0.17

3 0.28
0.22

Moyenne 0.27
écart type 0.07

TAB. 4.2 — Valeurs individuelles de CMRglc Les valeurs de CMRglc ont été détermi-
nées pour chaque session puis moyennées sur les trois primates.
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4.2 Mesure de la vitesse du cycle de Krebs Vrzca par
RMN du 3C

4.2.1 Matériel et Méthodes

Technique de détection indirecte Dans cette étude, une technique de détection in-
directe du marquage 3C a été utilisée. Cette technique consiste a détecter, non pas les
isotopes '3C directement, mais les protons couplés a ces noyaux. En effet, la présence d’un
noyau 3C dans une molécule provoque un éclatement des raies associées aux résonances
des protons couplés a ce noyau sous 'effet du couplage hétéronucléaire Jop. Ainsi, I'in-
corporation de lisotope 3C en position C4 puis C3 du glutamate éclate les résonances
des protons portés par les carbones C4 et C3. Au fur et & mesure de I'incorporation du
13C dans le pool de glutamate, le signal des protons liés au '*C diminue (raie mére) alors
que celui des protons liés au '*C augmente (raies satellites), le rapport des aires (raies
satellites) /(raie mére) caractérisant I'enrichissement du glutamate en isotope *C. La tech-
nique originale utilisée dans cette étude, développée au laboratoire par Boumezbeur et al.,
tire profit a la fois de I'information apportée par la diminution du signal des protons liés
aux ?C et de celle apportée par Paugmentation du signal des protons liés aux *C (Bou-
mezbeur et al., 2004). Briévement, cette technique consiste a acquérir avant perfusion de
glucose marqué au C un spectre 'H localisé (PRESS ou STEAM) a TE court considéreé
comme ligne de base de Pexpérience, puis, pendant la perfusion, des spectres 'H locali-
sés a intervalle régulier. Les spectres acquis pendant perfusion sont ensuite soustraits au
spectre de ligne de base. Les spectres de différence résultant contiennent principalement

les résonances du glutamate marqué au 3C.

Pour plus de détails concernant cette méthode, se référer a la publication de Boumezbeur

et al. (Boumezbeur et al., 2004).

Choix de la séquence localisée Les spectres 'H sont collectés a ’aide d’une séquence
'"H STEAM possédant les paramétres suivants : TE/TM/TR=21/110/2500 ms, 256 répé-
titions, largeur spectrale 2000Hz, TA=10 minutes. La séquence STEAM a été préférée a

la séquence PRESS car elle permet une localisation plus précise, surtout dans le cas d’une
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émission avec une antenne de surface. Surtout, le temps de mélange TM du STEAM (pen-
dant lequel la J-modulation du glutamate est négligeable) est mis a profit pour améliorer
la suppression de ’eau. La mesure de I’enrichissement du glutamate reposant sur la sous-
traction du spectre acquis avant perfusion de glucose *C, une stabilité quasi-parfaite des

acquisitions est requise, ce qui impose une excellente suppression de l’eau.

Cette séquence a de plus été modifiée par ’ajout d’un train d’impulsions de localisation par
suppression du volume extérieur OVS (Outer Volume Suppression) de type BISTRO (BI-
InSensitive TRain to Obliterate signal) consistant en 15 modules de puissance croissante
(de Graaf et al., 1996). Chacun de ces modules est formé de deux impulsions sécantes
hyperboliques double bande permettant la saturation sélective des coupes adjacentes au
VOI dans les direction X, Y et Z (Boumezbeur et al., 2005). Un module de suppression de
I'eau de type VAPOR a également été ajouté (Tkac et al., 1999). Un exemple de spectre

STEAM acquis au cours d’une session est présenté en Figure 4.2.

Protocole d’acquisition Au début de chaque session de mesure de Vrca, une image
3D haute résolution est acquise afin de positionner le VOI d’intérét. La procédure de shim
au premier et au second ordre est réalisée a 'aide de I'algorithme FASTMAP (Gruetter,
1993) jusqu’a obtenir une largeur de raie de ~5 Hz sur 'eau. Un spectre 'H STEAM
est ensuite acquis dans le VOI, ce spectre étant par la suite considéré comme la ligne
de base avant perfusion. Puis les spectres 'H STEAM sont acquis toutes les 10 mi-
nutes au cours d’une perfusion continue de glucose uniformément marqué [U-'*Cg| (a
t=5/15/25/35/45/55/65/75/85/95/105/115 min post-injection). Par rapport a du glu-
cose monomarqué en position C1 ou C6, l'utilisation de glucose uniformément marqué
permet de doubler 'enrichissement du glutamate. En effet, chaque molécule de glucose
étant dégradée en deux molécules de pyruvate, le glucose monomarqué entraine un mar-
quage a 50% du pyruvate, et donc du glutamate. A noter que du glucose bimarqué en
position C1 et C6 aurait marqué de facon identique le glutamate C3 et C4 que 'unifor-

mément marqué, utilisé ici en raison de son moindre cofit.

Le protocole de perfusion se décomposait en deux étapes : (i) tout d’abord, un bolus
concentré de glucose [U-13Cg| était injecté pendant 3 minutes (~0.3ml.kg '.min~!, 20%

en volume) afin de tripler la glycémie plasmatique; puis (4i) une infusion i.v. continue
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Fréquence (ppm)

F1G. 4.2 — Spectre STEAM brut acquis sur un primate 5 min post-injection de glucose
[U-13Cg| (lissage lorentzien 2Hz). Paramétres de séquence : TE/TM/TR=21/110/2500
ms, 256 répétitions, largeur spectrale 2000Hz, TA=10 minutes.

était maintenue pendant 2 heures a un taux plus lent (~0.01 mlkg™'.min~!, 20% en
volume). Ce protocole d’infusion permet de stabiliser I’enrichissement fractionnel en *C
du glucose plasmatique autour de 55 & 60% aprés 5 minutes et ce jusqu’a la fin de I'infusion
(Boumezbeur et al., 2005). La glycémie plasmatique a été mesurée a I’aide d’un glycométre
One Touch (Lifescan Inc., Milpitas, CA, USA) toutes les 10 minutes, ce qui permettait

d’adapter en temps réel le taux d’infusion de glucose afin de maintenir une glycémie stable.

Choix de la méthode de quantification Le logiciel Java-based MR User Interface
(jJMRUI)(Vanhamme et al., 1997) propose plusieurs méthodes de quantification qui se
différencient principalement par le nombre de connaissances que l'utilisateur doit four-
nir a priori. Ainsi, HLSVD et LPSVD sont des algorithmes linéaires de quantification

nécessitant trés peu de connaissances a priori ("black boxes"), donc trés rapides et opé-
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rateurs indépendants. Cependant, ces méthodes ne sont pas assez robustes pour traiter des
spectres & faible SNR, mal shimmés ou comportant des recouvrements entre résonances.
En effet, le nombre élevé de degrés de liberté de ces méthodes leur permet d’aboutir a
un résultat correct au niveau mathématique, mais souvent dénué de sens physique. De
plus, ces algorithmes ne permettent pas d’effectuer un traitement reproductible de sé-
ries de données, aucune de ces méthodes n’autorisant la spécification de contraintes de
quantification applicables sur un ensemble de spectres. Au contraire, AMARES (Advan-
ced Method for Accurate, Robust and Efficient Spectral fitting, Vanhamme et al., 1997) et
QUEST (QUantitation based on QUantum ESTimation algorithm, Ratiney et al., 2004)
sont deux méthodes de quantification nécessitant de fortes connaissances a priori. En
particulier, la méthode QUEST est une méthode linéaire de quantification de spectres
qui nécessite une base de métabolites préalablement générée (NMRscope sous jMRUI
ou NMRSim sous ParaVision). Connaissant les hamiltoniens de chaque métabolite ainsi
que la séquence utilisée a ’acquisition, ['utilisateur crée une base contenant les spectres
de résonances des métabolites qu’il cherche & quantifier. Puis ’ajustement par QUEST
s’effectue par combinaison linéaire des signaux d’induction libre (FID) des métabolites
de la base, avec plus ou moins de contraintes supplémentaires a la quantification. Cette
méthode nécessite donc de fortes connaissances a priori et est surtout utile a la quanti-
fication de spectres a faible SNR et/ou comprenant des résonances complexes (massifs,
J-modulation, effet de toit...). Les spectres de soustraction possédant a la fois un faible
SNR et des massifs de résonance complexes, cette méthode de quantification a été choisie

dans notre étude.

Base QUEST utilisée Une base originale de spectres 'H de différence du glutamate

enrichi en position C3 et C4 a été développée et utilisée dans I'algorithme QUEST. Ces

spectres de la base, appelés spectres d’enrichissement, ont été construits de la maniére
suivante (pour détails voir Boumezbeur, 2005) :

— une résonance décrivant l'enrichissement du glutamate C4, constituée (i) d’une raie
meére correspondant aux protons liés au C'? située a 2.35ppm et (i) de deux raies
satellites en antiphase éloignées de 65Hz de la raie mére. L’intégrale de la raie mere est
égale en valeur absolue a l'intégrale des raies satellites (Figure 4.3 (b)).

— une résonance décrivant l'enrichissement du glutamate C3, constituée (i) d’une raie
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mére correspondant aux protons liés au C'? située a 2.11ppm et (i) de deux raies
satellites en antiphase éloignées de 65Hz de la raie mére. L’'intégrale de la raie mere est
égale en valeur absolue a l'intégrale des raies satellites (Figure 4.3 (c)).

Les valeurs des fréquences de résonances et des constantes de couplage utilisées pour la

simulation des spectres ont été extraites de la litérature (Govindaraju et al., 2000).

4.2.2 Reésultats

Pour chaque session expérimentale, les spectres acquis pendant l'infusion continue de
glucose ont été soustraits au spectre de ligne de base (acquis avant infusion). Les spectres
de différence ainsi obtenus ont été moyennés pour chaque temps post injection (5, 15, 25,
35, 45 , 55, 65, 75, 85, 95, 105, 115 min). La quantification des 12 spectres de différence
moyens finaux a été réalisée par la méthode décrite ci-dessus. Un exemple d’ajustement
d’un spectre de différence moyen par la base QUEST décrite ci-dessus est présentée en
Figure 4.3. Outre les contributions des résonances d’enrichissement du glutamate C3 et
C4, une faible contribution du glucose [U-13Cg| (x), liée & son accumulation dans le tissu,

est visible autour de 3.3ppm.

Connaissant les cinétiques d’enrichissement moyennes du glutamate C3 et C4, la vitesse
du cycle de Krebs Vrca a été déterminée a l'aide du logiciel Matlab (The MathWorks
Inc., Natick, MA) par un modéle métabolique conventionnel décrivant I'incorporation de
Iisotope *C depuis le glucose plasmatique jusqu’au glutamate (Mason et al., 1992, Henry
et al., 2002). La Figure 4.4 (a) montre un empilement (stack plot) des spectres de dif-
férence 'H-{'3C}, moyennés sur les 8 sessions '*C, acquis au cours d’une perfusion i.v. de
glucose |U-"3Cg]. Les courbes d’enrichissement du glutamate C3 et C4 correspondantes
sont présentées en Figure 4.4 (b). Les lignes continues représentent les meilleurs ajus-
tements du modéle métabolique aux données expérimentales. Cette analyse a permis de

dériver la valeur de Vrca suivante :

Ve = 0.63 + 0.12umol.g~ .min ™" (4.2)
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FIG. 4.3 — Quantification d’un spectre 'H de différence Spectre de différence moyen
(a) acquis en fin de perfusion de glucose |U-"3Cq| (t=115min, pas de lissage) et décompo-
sition par JMRUI : (b) Contribution de la résonance d’enrichissement du glutamate C4,
(c) Contribution de la résonance d’enrichissement du glutamate C3, (d) Spectre estimé,
et (e) Résidu. Une contribution du glucose [U-¥Cg| (), liée a son accumulation dans le
tissu, est visible autour de 3.3ppm. Une distorsion du résidu (x), probablement liée 4 une
erreur de soustraction due a des modifications de phase de la résonance de la créatine, est
également visible autour de 3 ppm.
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F1G. 4.4 — : (a) Empilement (stack plot) des 12 spectres de différence "H-{'*C} (moyen-
nés sur les 8 sessions) acquis au cours d’une perfusion i.v. de glucose [U-'*Cg]. Un lissage
lorentzien de 5Hz a ici été appliqué. L’incorporation du marquage *C dans le pool de
glutamate est a l'origine d’'une augmentation de ’amplitude des résonances du glutamate
C3 et C4 au fur et & mesure que le temps post injection augmente. (b) Courbes d’enri-
chissement '3C correspondantes mesurées pour le glutamate C3 (triangle) et C4 (carré).
Les lignes continues représentent les meilleurs ajustements du modéle métabolique aux
données expérimentales.
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4.3 Mesure de la vitesse de synthése d’ATP Vurr par
RMN du 3P

4.3.1 Matériel et Méthodes

Localisation Les mesures de synthése cérébrale d’ATP par transfert de saturation rap-
portées dans la littérature ont été effectuées sans technique de localisation particuliére,
le signal étant simplement localisé par la sensibilité de I’antenne. Cependant, dans notre
étude, I’épaisse couche de muscle située sur le haut du crane des primates empéche 'uti-
lisation d’une séquence non localisée, la contamination musculaire au signal 3'P pouvant
perturber les mesures de flux. De plus, la logique de I’étude étant de mesurer les trois flux
métaboliques dans le méme VOI, il était nécessaire d’effectuer une acquisition spectrosco-
pique localisée du signal 3'P. Il existe cependant de nombreux obstacles & la localisation
de ce signal :

— Le T2 des noyaux phosphores étant trés court (de 'ordre de la dizaine de millisecondes),
il est nécessaire d’éviter 1'utilisation de localisations par échos, pendant lesquels 1’ai-
mantation est basculée dans le plan transverse et relaxe donc rapidement. Ainsi, les
séquences de spectroscopie localisées de type STEAM ou PRESS n’apparaissent pas
optimales pour une telle mesure (méme s’il faut noter que la relaxation T2 est beau-
coup moins pénalisante lors d’une localisation STEAM que lors d’une PRESS).

— L’utilisation d’une antenne de surface oblige & appliquer des impulsions adiabatiques
afin d’obtenir un angle de bascule homogéne dans le VOI. Ainsi, les séquences de loca-
lisation de type ISIS nécessiteraient ’application d’un cycle d’impulsions 180° adiaba-

tiques, pendant lesquelles il y aurait une perte de signal par relaxation T2.

Séquence d’acquisition localisée par OVS Une méthode de localisation du signal
3IP par suppression du volume extérieur a été utilisée. Cette méthode, développée au
laboratoire par Valette et al., consiste a saturer l'aimantation du signal a l’extérieur
du volume d’intérét. Ainsi, aucun signal n’est perdu pendant la localisation, le signal &
observer restant non perturbé jusqu’a Pacquisition (Valette et al., 2006a, Valette, 2006).
Le module de localisation consiste en une série d’OVS de type BISTRO a 15 puissances

croissantes (de Graaf et al., 1996). Pour chaque puissance, le schéma de base excitation-



84 4. MESURE DES FLUX METABOLIQUES CEREBRAUX

déphasage est appliqué trois fois (selon les trois axes X, Y et Z). Les impulsions utilisées
sont des sécantes hyperboliques double bande. L’intensité des gradients et les durées des
impulsions ont été optimisées afin de saturer deux bandes de 3.8 cm d’épaisseur dans
chaque direction de part et d’autre du VOI : G, = G, = 16mT.m™ ', G, = 2TmT.m™*.
Ces valeurs de gradient limitent ’artefact de localisation di au déplacement chimique a
2.3mm dans les directions X et Z, et & 1.5mm dans la direction Y de part et d’autre du
VOI (en considerant que la largeur du spectre *'P est de 25ppm). La durée totale du train
d’OVS est de 310 ms. L’'impulsion d’excitation est une impulsion large bande (broad pulse
BP, durée 100us), située immeédiatement aprés les OVS, qui permet 'excitation sélective

de I'ensemble de I'aimantation non supprimée.

La séquence utilisée pour la mesure de synthése d’ATP par transfert de saturation est

présentée en Figure 4.5.

: Saturation | | Localisation | | Impulsion/Acquisition
tsat toys=310ms |

| BP 90°

i BP : i

vl 1112 14| [15]

Fig. 4.5 — Séquence d’acquisition localisée par OVS Le module de localisation
consiste en une série d’'OVS de type BISTRO a 15 puissances croissantes (durée des OVS
tOVS:310ms).

Afin de maximiser le rapport signal sur bruit, un temps de répétition TR court a été
choisi (TR=2.95s). Ainsi, la relaxation longitudinale des métabolites est incompléte d’une

acquisition a l'autre. Cette relaxation est régie par le temps de relaxation dépendant de
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I’échange chimique T7%%. De plus, il faut noter que la technique de localisation par OVS
impose que I'impulsion de saturation de ’ATP~ soit située avant la localisation (Figure

4.5).

Au final, il est donc nécessaire de modifier ’Equation 6.1 (donnée dans le Chapitre
2) afin de prendre en compte (i) la relaxation longitudinale de I'ATP et du Pi pendant
le module de localisation par OVS et (i) la relaxation longitudinale incompléte d’une
acquisition a l'autre (voir Valette, 2006 pour les détails du calcul). Ainsi, I'atténuation

finale du Pi %(ésat) dépend des délais de séquences (paramétres connus), de kg, T/,

T et de 0, angle de bascule de I’aimantation aprés I'impulsion de saturation, selon

I’Equation 4.3.1 :

1—exp [—toi’fmj +exp [—toi’fm —(k, + %)tsat) —exp [— R _:im —(k, + %)tsatj
T;Pi T;Pi T;Pi TIP! ) 7-;Pl
1
(kf + T im) ¢ ¢ 1

i vip Ty Ty TR
I—cos@exp| ————

M:P,‘(tsat) _ > ];Pi )

M TR — 1 TR
o 1-cos@exp (— iiat —(k; + == )tsat] 1- exp[—ﬁ]
Ty T T Ty

Le temps de relaxation incluant ’échange chimique T7%# a été déterminé dans une étude
antérieure par une méthode d’inversion récupération : Ty5F=2.05s (Valette, 2006). L’angle
de bascule 6 a été fixé a 0 = 60°. Il est important de noter que des simulations Monte Carlo
ont montré que la méthode d’ajustement des paramétres ky et Ti% s’aveére relativement

insensible aux variations de T7%¥ et de 6.

RF bleedover L’impulsion utilisée pour saturer ’aimantation de ’ATP ~ n’étant ja-
mais parfaitement sélective, elle peut atténuer les résonances des composés ayant des
fréquences de résonance proches de celle de 'ATP ~. On parle du phénoméne de RF
bleedover. Pour contrecarrer cet effet, la solution la plus courament utilisée est la satura-
tion symétrique. Le spectre de référence n’est alors pas un spectre sans saturation mais
un spectre acquis lors d'une saturation de durée tsat égale au spectre saturé mais de

fréquence symétrique par rapport a la fréquence de A.
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Acquisitions Le dispositif expérimental (systéme RMN, sonde de surface, positionne-
ment des primates) et le choix du VOI sont ceux décrits au chapitre précédent. Au début
de chaque session de mesure de Varp, une image 3D haute résolution était acquise afin
de positionner le VOI d’intérét. La procédure de shim au premier et au second ordre était
réalisée a 'aide de 'algorithme FASTMAP (Gruetter, 1993) jusqu’a obtenir une largeur
de raie de =8 Hz sur l'eau. Au vu de la faible sensibilité de la méthode de transfert de
saturation, un seul temps de saturation tsat a été appliqué au cours de chaque session
expérimentale. Les 15 sessions expérimentales pouvaient ainsi se diviser comme suit : 4
sessions pour tsat=0.5s, 3 pour tsat=1s, 5 pour tsat=1.5s et 3 pour tsat=2s. Au cours de
chaque session, la fréquence de saturation a tout d’abord été choisie égale a la fréquence
de 'ATP~ (-7.35ppm par rapport au Pi) et les spectres ont été collectés pour 1 valeur
de tsat (0.5; 1.0; 1.5 ou 2s). 512 répétitions ont été réalisées pour le temps de saturation
choisi. Afin de corriger du RF Bleed Over, la méme expérience a été réalisée en ajustant
la fréquence de saturation a une fréquence symétrique par rapport au Pi (-7.35ppm par
rapport au Pi). Les spectres ont été collectés pour la méme valeur de tsat. Le temps

d’acquisition total incluant les procédures de shim était de ~100 minutes.

Analyse par jJMRUI Afin de quantifier les spectres de saturation, une méthode de
traitement robuste et reproductible était nécessaire. Les spectres a quantifier possédant
des résonances simples (pouvant se décomposer en plusieurs lorentziennes), la méthode
de quantification choisie ici est la méthode AMARES (Jensen et al., 2002). Basée sur un
algorithme non linéaire de moindres carrés, cette méthode de quantification nécessite trois
types de conditions que I'utilisateur doit fixer a priori : les valeurs de départ de I'itération
(starting values), les contraintes sur les résonances (prior knowledge) et les contraintes de

phase et de pondération de la fid (overall phases).

1. Starting values Dans cette partie, 'utilisateur définit chaque métabolite & quanti-
fier par son nom, sa fréquence de résonance ainsi que sa largeur de raie a mi-hauteur.
Ces valeurs sont les points de départ des itérations de I'algorithme et ne sont en
aucun cas assimilés a des contraintes sur la quantification. Dans notre étude, les
fréquences de résonance (Delta) ainsi que les largeurs de raies (LW) de chaque lo-
rentzienne intervenant dans la base ont été calculées a partir du T2 et des constantes

de couplage J données dans la littérature (Govindaraju et al., 2000, Hamilton et al.,



4.3.

MESURE DE LA VITESSE DE SYNTHESE D’ATP Varp PAR RMN DU 3P 87

2003b). L’ensemble des résonances composant la base est présenté dans le Tableau

4.3.

. Prior knowledge Cette étape est la plus délicate. En effet, dans cette partie,

I'utilisateur peut définir pour chaque résonance quelles sont les contraintes qu’il
impose et quels sont les paramétres qu’il laisse fluctuer. Pour chaque métabolite

préalablement défini, cinq paramétres sont susceptibles d’étre ou non contraints :

— Pamplitude de la résonance

— la phase relative

— la largeur de raie & mi- hauteur

— la fréquence de résonance

— la forme de raie (gaussienne ou lorentzienne). Dans notre étude, toutes les raies

sont imposées lorentziennes.

La difficulté de la quantification est de trouver le bon équilibre entre contraintes a
priori imposées par l'utilisateur et degrés de liberté laissés a ’algorithme. En effet,
des contraintes trop souples aboutissent la plupart du temps a un résultat physique-
ment aberrant bien que mathématiquement correct (résidu trés faible). Au contraire,
de trop fortes contraintes empéchent 1’algorithme de prendre en compte les faibles
variations de signal (décalage en fréquence, variation d’amplitude ou de largeur de
raie) qui contiennent la plupart du temps l'information que 'on souhaite visualiser.
Ainsi, les différentes contraintes ont été optimisées afin d’obtenir la quantification la
plus stable possible. En premier lieu, des contraintes fortes ont été appliquées sur les
amplitudes Amp des métabolites a résonance multiple afin de respecter la structure

des doublets et triplets correspondants :

) DPG)(2)
) ATPH|(2)
1) = Amp[ATPa)(2)
) = AmplATPg)(3)
= 1/2 x Amp[AT P[3](2)

= Amp|
= Amp|
[ ]
[ ]

Ensuite, afin de garantir la reproductibilité de la quantification du massif situé
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autour du Pi, des ratios empiriques ont été imposés de fagon rigide :

Amp|PSer] = 0.35 x Amp|PE| (4.8)
Amp[MP] =1.2x Amp|GPC]| (4.9)
Amp|GPE] = 0.65 x Amp|GPC]| (4.10)

Concernant les paramétres de phase relative, la phase de la résonance de la PCr est
estimée par l'algorithme et sert de référence. En d’autres termes, la phase relative
des autres métabolites a été imposée de fagon rigide par rapport a la phase de la
PCr (Tableau 4.3). Le choix de la PCr comme référence de phase vient du fait que
la résonance de ce métabolite est la plus importante en amplitude et la plus fine en

terme de largeur de raie. La détermination de sa phase en est donc facilitée.

Pour les mémes raisons que pour les contraintes de phase, la PCr est également
prise comme référence pour définir les largeurs de raies. L’algorithme estime ainsi la
largeur de raie de la PCr, toutes les autres largeurs de raies étant déduites de cette
valeur (Tableau 4.3). Cette approche permet d’imposer a tout le spectre un shim

constant, déterminé par I’estimation de la largeur de la PCr.

Enfin, toutes les fréquences de résonances sont également fixées par rapport a la
fréquence de résonance estimée de la PCr. Cependant, les contraintes appliquées
ici sont des contraintes souples, c¢’est-a-dire autorisant de faibles variations des fré-
quences de résonance, ce qui est primordial pour prendre en compte les variations

de pH en particulier.

. Overall phases A cette étape sont définis des paramétres concernant le spectre

dans son ensemble, a savoir les phases d’ordre zéro et un, ainsi que des parameétres
de traitement de la FID. Ces derniers sont utiles dans le cas de la quantification de
spectres a ligne de base importante. En effet, AMARES ne prend pas en compte
I’existence d’une ligne de base dans son algorithme, c¢’est-a-dire que l'itération est
telle que le résidu tende vers zéro. Ceci est problématique dans le cas d’un spectre
présentant un contribution importante des macromolécules, non modélisable par
une lorentzienne simple, qui distort la ligne de base. Pour palier le probléme des
composantes larges, deux alternatives sont proposées :

— La premiére est de tronquer les premiers points de la FID, qui contiennent le

signal des macromolécules, avant de quantifier les métabolites, puis a réintégrer
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le signal de ces premiers points au signal traité. C’est ce que permet la fonction
Truncated points.
— La seconde consiste a pondérer les premiers points de la fid par une quarter-sine
wave avant la quantification : c’est la fonction Weighting.
Bien que trés pratiques, ces méthodes ont des inconvénients majeurs. En effet, le
weighting peut entrainer des variation d’amplitude des signaux allant jusqu’a 20%
et donc des biais de quantification. La troncature des premiers points peut quand a

elle entrainer une perte d’informations de valeur.

Dans la base décrite dans cette étude, la phase d’ordre zéro est estimée par 1’algo-
rithme, la phase d’ordre 1 est fixée empiriquement a zéro. Le weighting n’est pas
utilisé ici car il introduit des biais de quantification. Par contre, afin de quantifier les
spectres acquis en transfert de saturation, la procédure de troncature est ici utilisée.
En effet, l’allure de la ligne de base des spectres 3'P acquis lors d’'une saturation
de 'ATP~ est similaire a celle des spectres acquis lors d’une saturation symétrique
(Figure 4.6). Par conséquent, les composantes larges de ces deux types de spectres
sont atténuées de la méme maniére par la procédure de troncature. Aucun biais de

quantification n’est donc introduit.

Préalablement a la quantification, un zero-filling de 2048 points a été appliqué a tous les

spectres 3!'P.

4.3.2 Reésultats

Les spectres 3'P ont été normalisés et moyennés pour chaque temps de saturation. La

Figure 4.6 présente les spectres moyens obtenus pour un temps de saturation de tsat=2s.

Les 8 spectres moyens obtenus (4 saturés sur 'ATP v et 4 saturés a la fréquence symé-
trique) ont été quantifiés par la base développée sous AMARES. Un exemple de spectre
3P (tsat=2s, saturé a la fréquence symétrique) quantifié par la base AMARES précéde-

ment décrite est présenté en (Figure 4.7).

. . . M,pi(tsat) _ 4. 4 , .
L’atténuation du Pi % a été calculée pour chaque temps de saturation comme le
zP1i

rapport de l'aire de la résonance du Pi lors de la saturation de ’ATP~ sur 'aire de la
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Métabolite Abbréviation | Multiplicité
Phosphoétanolamine PE S
Phosphosérine PSer S
Phosphocholine pPC S
2,3-diphosphoglycérate DPG D
Phosphate inorganique Pi S
(a) Glycophosphoétanolamine GPE S
Glycophosphocholine GPC S
Phospholipides membranaires MP S
Phosphocréatine PCr S
Adénosine Triphosphate ATP~ D
Adénosine Triphosphate o ATP« D
Nicotinamide Adenine Dinucléotide NAD S
Adénosine Triphosphate 3 ATPpS T
Métabolite | § (ppm) 6 (Hz) LW (ppm) LW (Hz) LW-PCr(Hz) ¢ (deg)
PE 6.8 344.42 0.35 17.82 8.17 10.2
PSer 6.49 328.72 0.32 16.32 6.67 9.74
PC 6.2 314.03 0.35 17.66 8.01 9.3
DPG (1) | 523  264.9 0.15 7.72 -1.93 7.85
DPG (2) | 571  289.21 0.15 7.72 -1.93 8.57
Pi 4.8 243.12 0.37 18.76 9.11 7.2
GPE 3.9 177.28 0.4 20.26 10.61 9.25
GPC 2.9 146.89 0.4 20.26 10.61 4.35
(b)|  MP 225  113.96 1.62 82 72.35 3.38
PCr 0 0 0.19 9.65 0 0
ATP~ (1) -2.38 -120.8 0.36 18.04 8.39 -3.58
ATP~y (2) -2.68 -135.8 0.36 18.04 8.39 -4.02
ATPa (1) -7.33  -371.26 0.37 18.65 9 -11
ATPa« (2) -7.71  -390.51 0.37 18.65 9 -11.57
NAD -8.37 -423.94 0.42 21.22 11.57 -12.56
ATPS (1) -16.03  -811.92 0.42 21.05 11.4 -24.05
ATPS (2) -16.26  -823.57 0.39 19.85 10.2 -24.39
ATPS (3) -16.49  -835.22 0.42 21.05 11.4 -24.74

TAB. 4.3 — (a) S=singulet, D=doublet, T=triplet. (b) Les fréquences de résonance ()
ainsi que les largeurs de raies (LW) de chaque lorentzienne intervenant dans la base ont
été calculées a partir du T2 et des constantes de couplage J données dans la littérature
(Govindaraju et al., 2000). Pour chaque résonance, une phase relative ¢ (par rapport
a la Pcr) a également été calculée connaissant les déplacements chimiques de chaque
métabolite et supposant une phase d’ordre 1 de 1.5deg/ppm correspondant au délai entre
I'impulsion d’excitation et le premier point d’échantillonage.
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Saturation symétrique
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FIG. 4.6 — Spectres 3P Spectres moyens obtenus pour le temps de saturation tsat=2s
(lissage lorentzien 10Hz)
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F1G. 4.7 - Quantification par AMARES d’un spectre 3'P cérébral Spectre brut (a)
acquis par la méthode de transfert de saturation (tsat=2s, saturation symétrique) acquis
chez un primate. Décomposition utilisant la base dédiée sous AMARES : (b) Spectre
estimé, (c) Résonance du Pi, (d) Résonances de PE, PC, GPE et GPC, (c) Résonances de
la PSer, du DPG et des MP. Pour plus de clarté, seule la région du Pi a été représentée.



4.3. MESURE DE LA VITESSE DE SYNTHESE D’ATP Varp pAR RMN pu 31P 93

résonance du Pi lors de la saturation symétrique. La courbe d’atténuation du Pi Mﬁi(f‘n)
fonction du temps de saturation tsat a ensuite été ajustée selon I’équation de Bloch
modifiée précédement décrite (Figure 4.8) (Valette, 2006). L’ajustement, effectué sous
le logiciel Matlab (The MathWorks Inc., Natick, MA), a permis de dériver simultanément
les parameétres d’intérét &y et T4 Afin d’éviter les divergences lors de I'ajustement, des
contraintes souples ont été imposées pour la détermination de k; et TiH : 0 < ky < 1 et
0 < Ty#. < 5. La précision de mesure de ces deux paramétres a été évaluée par simulation

Monte Carlo (N=1000 itérations). Ces ajustements ont permis de déterminer les valeurs

suivantes :
k; = 0.1040.03s7! (4.11)
T = 21404s7" (4.12)

La densité cérébrale ayant été fixée & 1g/mL et la concentration en |Pi| & [Pi]=1.3mM
d’aprés la litérature (Jensen et al., 2002, Hamilton et al., 2003b, Boska, 1994, Doyle et al.,
1997, Hetherington et al., 2001, Potwarka et al., 1999), la vitesse de synthése d’ATP Varp

a ensuite évaluée par I'équation Varp = k¢[Pi] :

Varp = 7.8 £ 2.3umol.g~*.min ™" (4.13)
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F1G. 4.8 — (a) Spectres 3'P acquis en présence de saturation de I’ATP~ pour les 4 temps
de saturation (0.5, 1.0, 1.5 et 2s). Seule la région du Pi est ici représentée, montrant une
diminution de "amplitude du Pi lorsque le temps de saturation augmente. (b) Atténuation

du Pi Merilsat) g ction du temps de saturation tsat. Les losanges représentent les points

eq
MzPi

expérimentaux, la ligne continue le meilleur ajustement aux données expérimentales et
les lignes pointillés les limites inférieures et supérieures de ’ajustement déterminées par

simulation Monte Carlo.
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Chapitre 5

Validation de la méthode de transfert
de saturation et évaluation du
rendement énergétique cérébral

5.1 Cohérence des flux mesurés

5.1.1 Cohérence avec la litérature

Analysés indépendemment, les flux CMRglc et Vrca mesurés dans cette étude appa-
raissent hautement cohérents avec les mesures métaboliques rapportées dans la litérature
dans le cerveau de mammiféres anesthésiés (0.2 a 0.4umol.g~ .min~! pour CMRglc, 0.5 &

Lmin™! pour Vrca) (Boumezbeur et al., 2004, Boumezbeur et al., 2005, Noda

0.8umol.g~
et al., 2002, Shulman et al., 2004, Henry et al., 2002). Plus particuliérement, les valeurs
rapportées sont en accord avec les valeurs mesurées par Boumezbeur et al. dans le cerveau
de primate (CMRglc=0.23 4+ 0.03umol.g~*.min'; Vrca = 0.53 + 0.13umol.g~L.min~1).
Les faibles différences entre ces deux ensembles de valeurs pourraient étre expliquées
par des différences de positionnement des VOI, et par conséquent par une contribution
différente des matiéres grise et blanche aux flux détectés (Mason et al., 1999). La me-
sure de Varp rapportée dans ce manuscript est la premiére mesure localisée réalisée
dans le cerveau de primate. Comparée a la mesure de Varp réalisée dans le cerveau

humain (Lei et al., 2003a), la valeur mesurée dans cette étude est sensiblement plus faible

(7.84+2.3umol.g~t.min~! vs. 12.1+2.8umol.g~ .min~"'), ce qui parait cohérent avec le ra-
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lentissement métabolique observé dans le cas d’animaux anesthésiés comparé a un humain

éveillé (Shen et al., 1999, Gruetter et al., 2001).

5.1.2 Compartimentation du métabolisme énergétique

A ce stade, il pourrait étre intéressant d’examiner les possibles contributions des popula-
tions gliales et neuronales aux flux détectés. Selon de nombreuses études antérieures (Pel-
lerin and Magistretti, 1994, Pellerin and Magistretti, 2003, Véga et al., 2003), la capture
du glucose plasmatique et la glycolyse sembleraient se dérouler préférentiellement dans les
cellules gliales, en particulier en conditions d’activation. Ce phénomeéne serait a ’origine
d’une importante production de lactate utilisé en aval par les neurones comme substrat
énergétique majoritaire (pour revue voir Pellerin and Magistretti, 2003, Pellerin and Ma-
gistretti, 2004). Par conséquent, il serait tentant d’attribuer le flux de consommation de
glucose CMRglc & la population gliale majoritairement. D’un autre coté, considérant le
fait que la capture d’oxygéne semble étre principalement neuronale (Attwell and Laugh-
lin, 2001, Gruetter et al., 2001, Lebon et al., 2002), que le glutamate est plus concentré
dans les neurones que dans la glie et que la technique de mesure de V7ca est basée sur
la détection du marquage des molécules de glutamate, le flux détecté Vrca pourrait étre
attribué principalement a la population neuronale. Cependant, au vu de la complexite du
couplage neurone/glie, il est en réalité trés difficile d’évaluer les contributions relatives
des différentes populations cellulaires cérébrales aux flux détectés. Les hypothése réalisées
au cours de cette analyse doivent par conséquent étre manipulées avec précaution. Enfin,
Pattribution du flux Varp & une population cellulaire est encore plus complexe. Comme
explicité dans le Chapitre 1, il semblerait que la méthode de transfert de saturation per-
mette de mesurer majoritairement la synthése nette d’ATP produite par le métabolisme
oxydatif neuronal. Cependant, la encore, cette hypothése est fragile et doit étre considérée

comme telle.

5.1.3 Couplage glycolyse/cycle de Krebs

Dans cette étude, le rapport des flux [Vreca/CMRgle| est égal a 2.3. D’un point de vue

biochimique, ce rapport refléte le couplage métabolique entre glycolyse et cycle de Krebs.
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Sous I'hypothése que le glucose est 'unique substrat énergétique du cycle de Krebs, le
rapport |Vrca/CMRgle| devrait étre égal a 2, puisqu’au cours de la glycolyse, la dé-
gradation d’une molécule de glucose permet la création de deux molécules de pyruvate.
Cependant, il faut noter que la détection de Vrca par infusion de glucose [U-13Cg| inclut
la contribution de tous les substrats énergétiques permettant la synthése d’acétyl-CoA.
Par conséquent, un rapport [ Vrca/CMRgle| supérieur a 2 plaide en faveur d’une contri-
bution d’autres voies métaboliques au cycle de Krebs. En particulier, la voie métabolique
qui pourrait avoir une contribution non négligeable est la voie des acides gras, au cours
de laquelle la dégradation d’acides gras, couplée a I'hydrolyse d’ATP, pourrait fournir des
molécules d’acétyl-CoA entrant directement dans le cycle de Krebs. Ainsi, il serait tentant
de compléter le modéle métabolique en introduisant un nouveau flux CM R4, défini par

I'équation (Figure 5.1) :

CMRFA == VTCA—QCMRQZC (51)

= 0.09umol.g” . min~*

La mise en évidence d’'une consommation cérébrale d’acide gras en conditions physiolo-
giques normales plaide en faveur d’un tel flux (Lebon et al., 2002, Ebert et al., 2003). 1l
convient toutefois de modérer cette contribution en raison de 'incertitude de nos mesures.
Le flux CMRp4 estimé ici contribuerait pour ~15% au cycle de Krebs. Or les flux mé-
taboliques mesurés directement (CMRglc et Vrca) présentent des écarts-types d’environ

20%.

5.2 Validation de la mesure de Varr

La connaissance des valeurs mesurées de CMRglc et Vrca permet d’évaluer la valeur de
la vitesse de synthése d’ATP théorique Varr™H correspondante. Pour ce faire, il suffit
d’évaluer (i) la production directe de molécules d’ATP le long de la glycolyse et du cycle
de Krebs, (i) la production indirecte d’ATP i.e. la production d’équivalents réducteurs
le long de la glycolyse et du cycle de Krebs, et finalement (7ii) la faible consommation de

molécules d’ATP par la voie des acides gras. Il est connu que la dégradation d’une molé-
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Fi1G. 5.1 — Mitochondrie et flux métaboliques détectés. Les trois flux métaboliques
mesurés lors de cet étude (CMRgle,VTca et Varp) sont ici représentés. En conditions
physiologiques normales, la transformation du glucose au cours de la glycolyse puis du
cycle de Krebs devrait étre couplé stoechiométriquement & la synthése d’ATP cérébral.

cule de glucose au cours de la glycolyse permet de produire deux molécules de pyruvate,
deux molécules d’ATP, et deux molécules de NADH, H' a posteriori transformées en
FADH, lors du passage de la membrane mitochondriale. Par la suite, chaque molécule de
pyruvate est convertie en acétyl-CoA dans la matrice mitochondriale, libérant deux mo-
lécules de NADH, H". Sous 'hypothése que toutes les molécules de pyruvate produites
par la glycolyse soient converties en acétyl-CoA entrant dans le cycle de Krebs, la vitesse
de cette réaction de conversion peut étre prise égale & CMRglc. Enfin, au cours du cycle
de Krebs, la dégradation de chaque molécule d’acétyl-CoA permet la production d’une
molécule d’ATP, de trois molécules de NADH, H" et d’une moélcule de FFAD H,. Finale-
ment, la vitesse de synthése d’ATP théorique Varr™H correspondante peut étre exprimée

par 'Equation 5.3 :
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VL = (2(P/O)xapmms +2(P/O)rapms + 2)CMRgle (5.2)
+3(P/O)napuu+ + (P/O)papuz + 1)Vrca — CMRpa

ou (P/O)Napm.u+ et (P/O)papms représentent le nombre de molécules d’ATP par atome

d’oxygene produites lors de la dégradation d’une molécule de NADH, H" et FADH, par

la chaine respiratoire, respectivement. Afin d’évaluer VLIL il est nécessaire de connaitre
les valeurs de (P/O)yapm.u+ et (P/O)papme. Cependant, la détermination de ces valeurs

a fait 'objet de nombreuses discussions (voir Hinkle, 2005 pour revue) :

— (a) Les premiéres études de ces rapports (P/0O) ont été effectuées dans les années 40
et rapportent les valeurs de (P/O)napmrn+ = 3 et (P/O)papus = 2. Ces valeurs sont
encore données dans beaucoup de livres de biochimie.

— (b) Des études plus récentes ont rapporté des valeurs de (P/O)napummt+ = 2.5 et
(P/O)papm2 = 1.5.

— (c¢) Une nouvelle étude de la structure de I’ATP synthase suggére que les valeurs des rap-
ports (P/0) seraient des valeurs fractionnaires (P/O)napu uy = 2.3 et (P/O)papus =
1.4 (Stock et al., 1999).

Comme nous l'avons vu dans le premier chapitre de ce manuscrit, il faut noter que les

valeurs extraites de I’étude menée par Stock et al., basées sur la modélisation du phéno-

méne de translocation, sont actuellement considérées comme les valeurs les plus fiables

(Stock et al., 1999, Hinkle, 2005).

(P/O)Napuu+ (P/O)rapme Varp
(a) 3 2 10.7+2.3
(b) 2.5 1.5 8.9+1.9
(c) 2.3 1.4 8.3+1.8

TAB. 5.1 — Vitesses de synthése d’ATP dérivées des mesures expérimentales de CMRglc et
Vrea (0.2740.07 et 0.6340.12) et des trois couples de rapports (P/O) les plus fréquement
rencontrés dans la littérature. La valeur de Varp dérivée des rapports (P/O) les plus
récents (2.3 et 1.4) est trés proche de notre mesure expérimentale de Varp (7.8£2.3).

Le Tableau 5.1 présente les valeurs des vitesses de synthése d’ATP dérivées de la connais-

sance de CMRglc et Vrca et calculées en utilisant 'Equation 5.3 pour les trois couples de
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valeurs des rapports (P/0) énumérées ci-dessus (Tableau 5.1 (a) (b) (c)). Ce tableau
montre que la valeur de Varp mesurée dans cette étude est en accord avec les valeurs
de Varp calculées a partir des flux CMRglc et Vrca mesurés, et plus particuliérement

avec la troisiéme valeur (c), qui apparait la plus pertinente d’un point de vue biochi-

1 1

mique (7.8 + 2.3umol.g~'.min~" vs. 8.3 £ 1.8umol.g~.min~1). Le fait que la valeur de
Varp mesurée dans cette étude soit sensiblement plus faible que la valeur théorique at-
tendue pourrait étre expliqué par un découplage partiel entre la production du gradient
protonique de l’espace intermembranaire vers la matrice mitochondriale et 1'utilisation
de cette force protomotrice pour la synthése d’ATP a partir d’ADP et Pi. Ce découplage
mitochondrial partiel, observé dans le cerveau, pourrait impliquer des protéines mitochon-
driales spécifiques, en particulier des protéines dites de découplages (Uncoupling proteins
UCPs). 1l a en effet été montré que, parmi ces protéines, la protéine UCP4, spécifique
au cerveau, jouerait un role clé dans la modulation du métabolisme énergétique neuronal
(Liu et al., 2006, Chan et al., 2006). A I'instar des protéines de découplage, d’autres mé-
canismes, liés aux fonctions physiologiques des cellules excitables que sont les neurones,
pourraient également jouer un role dans le découplage mitochondrial partiel. Par exemple,
la stimulation des récepteurs membranaires au glutamate est a ’origine de variations ra-
pides de la concentration cytosolique en Ca*" | variations & l'origine d’une recapture du
Ca** par les mitochondries (Reynolds, 1999). Cette capture mitochondriale est, au moins
en partie, associée a une modification du flux protonique dans la matrice mitochondriale,
indépendemment de la synthése d’ATP. Ainsi, la présence de protéines de découplage et
possiblement d’autres facteurs pourraient étre a ’origine d’un découplage mitochondrial

partiel lui-méme a 'origine d’une faible diminution de la synthése d’ATP oxydative (Lin

and Beal, 2006).

D’un autre coté, il est trés intéressant de noter que, la valeur de Varp mesurée dans
cette étude étant sensiblement plus faible que la valeur théorique attendue connaissant
CMRglc et Vrca, cette étude exclut la possibilité d'une contribution glycolytique signifi-
cative provenant de la synthése réversible catalysée par GADPH/PGK dans le cerveau de
primate. La mesure de Varp par la méthode de transfert de saturation est dominée par
la synthése d’ATP mitochondriale et non pas par une activité enzymatique glycolytique.
Finalement, la cohérence des trois flux mesurés dans cette étude (CMRglc, Vrca et Varp)

démontre que la spectroscopie RMN du 3'P est une méthode fiable et robuste permettant
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de mesurer la synthése d’ATP dans le cerveau de primate, et ce malgré sa faible sensibilité

intrinséque.

5.3 Evaluation du rendement énergétique global

Ces résultats peuvent également étre observés sous un autre angle : en considérant que les
trois méthodes (TEP, 13C et 3'P) sont validées et que les flux correspondants sont exacts,
la connaissance de ces trois flux métaboliques majeurs permet d’évaluer :

— Le rapport (P/O)pta caractérisé par le nombre d’ATP produit au cours de toutes les
voies cataboliques par atome d’oxygéne consommé ;

— Le rendement énergétique global r , c’est-a-dire le pourcentage d’énergie, contenue
initialement dans chaque molécule de glucose, qui a été transformée en énergie utile
(i.e. en molécules d’ATP) au cours de toutes les voies cataboliques.

Dans la chaine respiratoire, un atome d’oxygéne (i.e. 1/2.03) est consommé en bout

de chaine lors de la dégradation d’une molécule de NADH, H* ou de FADH,. Ainsi,

connaissant les valeurs de CMrglc et de Vrca, il est tout d’abord possible d’estimer la

consommation moyenne de dioxygéne C'M RO, par ’équation :

CMROy = 2.5Vpca+ CMRgle (5.3)
CMRO, = 1.85=+0.37umol.g  .min"

Il est alors possible d’estimer le rapport (P/O)tq par ’équation :

Varp

P =
(P/O)tota 2.C MROTH

(5.4)

Dans le Tableau 5.2 sont reportées les valeurs des rapports (P/O)q et des rendements
énergétiques r correspondant aux différentes valeurs de Varp. Notons que, pour tous les

calculs de (P/O)tar, la valeur de CM RO, a été évaluée par 'Equation 5.4.

La mesure des trois flux CMRgle, Vrea et Varp permet d’estimer un rapport P/Ogopar

de 2.12 molécules d’ATP produites par atome d’oxygéne consommé. Le rendement éner-
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Varp (P/O)total r (%)
(a) 10.7 2.90 73
(b) 8.9 2.42 61
(c) 8.3 2.25 57
EXP | 7.842.3 2.12 93

TAB. 5.2 - Rapports (P/O)q €t rendements énergétiques r Les rapports (P/O)otal
et les rendements énergétiques r dérivés de la connaissance de CMRgle, Vrca et Varp
ont été évalués.

gétique total r peut lui étre évalué a 53%, ce qui signifie que 53% de ’énergie contenue
initialement dans une molécule de glucose est transformé en énergie utilisable par la cel-
lule sous forme de molécules d’ATP. Autrement dit, I’énergie libre contenue dans une
mole de glucose étant de 2871k.J, la cellule conserve 1522k.J sous forme de molécules
d’ATP, le reste étant perdu sous forme de chaleur. Sachant de plus qu’une mole d’ATP
libére en conditions physiologiques une énergie de AG ~ —60kJ.mol™!, il est possible
d’estimer le nombre de molécules d’ATP produites par molécule de glucose dégradé a
Narp = 2871 x 0.53/60 ~ 25. La respiration cellulaire apparait donc comme un processus

hautement efficace.

En considérant que les flux mesurés dans cette étude sont exacts, il est donc possible
d’obtenir une vision intégrée du métabolisme énergétique cérébral par 1’évaluation du

rendement énergétique et du rapport P/O.
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Partie II : Conclusion

Cette étude est le premier rapport de mesures groupées de CMRglc, Vrca et Varp effec-
tuées chez les mémes animaux, dans la méme zone cérébrale et en conditions physiolo-
giques identiques. Ce travail permet ainsi de réaliser une validation croisée des techniques
de F-FDG TEP, de spectroscopie RMN indirecte 'H-{'3C} et de spectroscopie RMN du
3IP, démontrant leurs fiabilités respectives pour la mesure quantitative in vivo des flux
métaboliques. Plus particuliérement, cette étude permet pour la premiére fois de valider
in vivo la méthode de transfert de saturation comme une méthode robuste de mesure de
la vitesse de synthése d’ATP. Enfin, la connaissance des trois flux métaboliques permet
d’évaluer directement leurs couplages et, par conséquent, d’évaluer le rendement éner-
gétique global ainsi que le rapport (P/O) reliant la synthése d’ATP a la consommation

d’oxygeéne.

Ce travail a fait objet d’une publication dans le journal Proceedings of the National

Academy of Science (article sous presse) et d’une communication orale au 15™¢ congreés
de UISMRM (Présentation N°714, ISMRM, Berlin 2007).
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Troisiéme partie

Applications a I’étude de la
neurodégénérescence






107

Chapitre 6

Etude du métabolisme énergétique
cérébral par RMN du 3P dans la
maladie de Huntington

Dans le premier chapitre de ce manuscrit, nous avons souligné que les causes de la neuro-
dégénérescence et des déficiences métaboliques sous-jacentes restaient a ce jour inconnues
dans la maladie de Huntington (MH). Selon I’hypothése la plus acceptée, la mort cel-
lulaire serait causée par un déficit mitochondrial lui-méme engendré par des altérations
d’activité des enzymes de la chaine de transport d’électrons (en particulier du complexe
IT). Par conséquent, selon cette hypothése, le métabolisme énergétique cellulaire, et mi-
tochondrial en particulier, devrait étre largement perturbé dans le cerveau de patients
atteints de la MH (patients HD). Dans la seconde partie de ce manuscrit, une étude de
neuroimagerie multimodalités conduite chez le primate sain a permis d’obtenir la pre-
miére validation croisée de la méthode de transfert de saturation par spectroscopie RMN
du 3'P, démontrant que cette technique permettait d’accéder & une mesure quantitative
et métaboliquement fiable du flux unidirectionnel de synthése d’ATP Varp. A ce stade
du travail de thése, I'étape de validation ayant été réalisée, nous nous sommes alors in-
téressé a la potentielle utilité clinique de cette technique pour I’évaluation des anomalies

du métabolisme énergétique cérébral chez des patients HD.

Les objectifs de cette étude s’articulent autour de deux axes : un axe méthodologique et
un axe neurobiologique.

— D’un point de vue méthodologique tout d’abord, I’objectif de cette étude est de dévelop-
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per une méthode d’acquisition applicable (i) sur un IRM clinique 3 teslas et (ii) en un
temps d’examen raisonnable, c’est & dire environ 30 minutes. Méme si la faisabilité de
la mesure de Varp par transfert de saturation a 3 teslas a été démontrée dans la partie
précédente de ce manuscrit, la faible sensibilité intrinséque de cette technique rend son
utilisation complexe en un temps d’examen compatible avec la clinique. Pour pallier ce
manque de sensibilité, nous avons choisi de développer une méthode d’acquisition sans
localisation spectroscopique, le volume de détection étant simplement déterminé par la
géomeétrie de la sonde 'P. Ce choix permet d’éviter les pertes de signal dues a la re-
laxation T2 pendant 'acquisition, de bénéficier d’'un volume de détection important et,
conséquence directe de ces deux observations, d’augmenter considérablement le rapport
signal sur bruit. De plus, ce choix a été motivé par le fait que la quantité de muscle
squelettique situé autour de la boite cranienne est beaucoup plus faible chez I’lhomme
que chez le macaque.

— D’un point de vue neurobiologique, il s’agit dans un premier temps d’identifier des mar-
queurs potentiels de la neurodégénéréscence, c’est-a-dire des variations potentielles de
concentration, de pH cérébral et/ou de Varp et de déterminer leur possible corrélation
avec les scores cliniques caractérisant I’évolution de la pathologie. En second lieu, I'idée
directrice est de mettre a jour les mécanismes biochimiques potentiellement déficients,
en particulier en caractérisant le métabolisme énergétique global par la mesure de Varp.
Ainsi, une attitude exploratoire a été adoptée. Autrement dit, nous avons fait le choix
de mesurer plusieurs parameétres métaboliques accessibles en spectroscopie RMN du
3IP afin d’obtenir une vision d’ensemble de I’apport possible de cette technique pour
I’étude de la MH. Les concentrations en métabolites phosphorés, le pH cérébral et la
vitesse de synthése d’ATP Varp ont donc été évaluées.

Finalement, le plan expérimental de cette étude consiste en la mesure (i) des concen-

trations en métabolites phosphorés, (i) du pH cérébral et (iii) de la vitesse de synthése

d’ATP dans le cerveau de patients HD, et ce en 30 minutes environ, sur un systéme RMN

clinique 3 teslas.
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6.1 Matériel et Méthodes
6.1.1 Systéme RMN

Les examens de spectroscopie RMN du 3!'P ont été conduits sur le systéme RMN 3 T corps
entier MedSpec (Bruker Biospin, Etlingen, Allemagne) précedement décrit (Chapitre 3).
La sonde utilisée était une sonde cylindrique birdcage en quadrature résonant a 50.7MHz
(fréquence de Larmor du 3'P, diamétre interne @ 27c¢m). Pour chaque examen, le bord
inférieur de la sonde cylindrique était positionné au niveau de la commissure des lévres, de

telle sorte que le volume de détection soit limité a la partie supérieure de la téte (Figure
6.1)

”
-

-
N e S - -

-~

/

Sonde 3P

FiG. 6.1 — Représentation schématique du positionnement de la téte du sujet
dans la sonde 3'P

6.1.2 Sujets

L’étude a été conduite sur 15 sujets : 9 patients HD présentant une atrophie cérébrale
globale (6h, 3f, age 46+9) et 6 controles sains appariés en age et sexe (4 h, 2 f, age 42+8).

Pour chaque patient, 'année d’apparition des premiers symptomes de la MH (lorqu’elle
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est connue) et le nombre de triplets CAG présents dans le géne de la Huntingtine au

moment de I'examen (2006) sont rapportés dans le Tableau 6.1.

N* Patient | Age | Sexe | Nombre Année des
de CAG | 1°® symptomes

HDO051222 | 34 F 49 2000
HDO060112 | 54 M 45 1996
HD060216 | 44 M 46 1999
HDO060302 | 49 M 43 /
HDO060309 | 33 M 54 1997
HDO060316 | 49 M 44 2000
HD060323 | 41 M 47 1999
HDO060406 | 59 F 41 2001
HDO060504 | 48 F 43 2000

TAB. 6.1 — Données cliniques Pour chaque patient, I’année d’apparition des premiers
symptomes de la MH et le nombre de triplets CAG présents dans le géne de la Huntingtine
au moment de I’examen (2006) sont rapportés.

Pour chaque patient, six scores cliniques différents ont également été déterminés au cours

d’évaluations de cohorte menées a ’'Hopital Henri Mondor (Tableau 6.2). Les cing pre-

miers scores reportés dans ce tableau sont dérivés de I’échelle UHDRS ( Unified Hunting-

ton’s Disease Rating Scale) (Group, 1996). Cette échelle est basée sur le recueil de données

épidémiologiques ainsi que sur une évaluation motrice, cognitive et fonctionnelle. Elle est

composée des sous-échelles suivantes :

Echelle motrice : (Notée UHDRS moteur) Le score maximal est donné entre pa-

renthéses. Un sujet sain a un score de 0, le score maximal étant de 128. Elle évalue

'oculomotricité (24), la dysarthrie et la protusion linguale (8), 'habileté et la planifi-

cation manuelle (24), la bradykinésie (4), la dystonie et la rigidité (32), la chorée (28),

la marche et 1’équilibre (12).

Echelle cognitive : (Notée UHDRS cog) Elle évalue la fluence verbale littérale (lettres

PRV en francais, FAS en anglais). Des test de type Symbol digit codes et Test de Stroop

sont également réalisés.

Echelles fonctionnelles :

e Le Total Functional Capacity ou « Capacité Fonctionnelle totale » (notée TFC)
teste les capacités professionnelles (scores de 0 a 4), de gestion financiére (0 a 3),

domestiques (0 & 2), d’activités de vie quotidienne (0 & 3) et ’environnement requis
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(0a2).
e [’ Appréciation Fonctionnelle ou Functional assessment (notée App. Fonc.) évalue si
le sujet peut réaliser des activités quotidiennes sans aide (25 a 50).
e [’Echelle d’indépendance ou Independance Scale (notée Echelle Ind.) est notée de
0 a 100 : 100 quand aucune aide n’est nécessaire, 0 quand les patients sont intubés
pour étre nourris et que ’assistance au lit est toujours nécessaire.
Le dernier score clinique reporté dans le Tableau 6.2, appelé Trail Making Test A,
consiste a donner au patient une feuille de papier sur laquelle est représentée une série
de stimuli alphabétiques qu’il doit relier par ordre croissant (ABCD...). Le résultat est
donné en secondes. Ce test permet d’évaluer les capacités psychomotrices et la charge
mnésique des patients. L’ensemble de ces scores cliniques permet de quantifier I’évolution
symptomatique de la pathologie et constitue une référence reconnue extrémement utile
pour I’évaluation de possibles corrélations entre symptomes et variations métaboliques

mesurées par spectroscopie RMN du 3!P.

N* Patient | UHDRS UHDRS Cog App. | Echelle | TFC | Trail Making
Moteur | F1. (1/2) | SD | Stroop | fonc. | Ind Test A (s)
HD051222 37 28 80 10
HD060112 34 35/40 | 22 | 30/74/31 | 28 85 11 62
HD060216 72 12/21 16 | 25/50/19 | 30 80 9 188
HD060302 33 35/49 16 | 38/58/20 | 27 100 11 36
HD060309
HD060316 39 13/16 8 |20/40/17 | 37 90 4 150
HD060323 67 14/17 | 18 | 32/38/19 | 29 80 9 90
HD060406 27 28/37 | 23 | 51/78/23 | 25 100 12 123
HD060504 19 42/60 | 30 | 60/79/31 | 26 100 13 45

TAB. 6.2 — Scores cliniques Les sept premiers scores cliniques rapportés dans ce tableau
sont dérivés de 1'échelle UHDRS (Unified Huntington’s Disease Rating Scale) (Group,
1996) et correspondent aux sous échelles suivantes : échelle motrice (UHDRS moteur),
échelle cognitive (UHDRS cog), appréciation fonctionnelle (App. fonc.), échelle d’indé-
pendance (Echelle Ind.), capacité fonctionnelle totale (TFC). Le dernier score clinique,
appelé Trail Making Test A, permet de quantifier les capacités psychomotrices et la charge
mnésique des patients.
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6.1.3 Spectroscopie du 3'P

Mesure des concentrations métaboliques et du pH cérébral

Afin de mesurer les concentrations en métabolites et le pH cérébral, une séquence de
type impulsion/acquisition simple, sans aucune localisation spectroscopique, a été utilisée
(100ps 90° hard pulse, largeur spectrale 10kHz, 1024 points, TR=7.5s, 28 répétitions).
La procédure de shim a directement été réalisée sur le signal phosphore préalablement
a chaque acquisition. En effet, la sonde 3'P utilisée était une sonde simple accord ne
permettant pas de régler les courants de shim sur le signal de ’eau comme il est d’usage.

La largeur de raie typique obtenue était de ~15Hz sur la PCr.

Adaptation de la méthode de mesure de Varp du primate a ’homme

Séquence Contrairement a la méthode développée pour le primate, la séquence d’acqui-
sition est ici non localisée. La séquence de transfert de saturation progressif a été réalisée
en ajoutant simplement une impulsion carrée de saturation de durée variable tsat juste
avant I'impulsion de 90° de la séquence impulsion/acquisition. Le temps de répétition a
également été adapté (TR=7.5s) afin de permettre a ’aimantation du Pi de relaxer qua-
siment complétement entre deux acquisitions. En effet, étant donné les valeurs du temps
de relaxation longitudinale intrinséque du Pi T} a 2 teslas, 4 teslas et 7 teslas rapportées
dans la littérature chez '’homme (Lei et al., 2003b, Valette et al., 2006b) et connaissant
les mesures & 3 teslas réalisées chez le primate , T{%: devait étre égal & = 2s dans le cer-
veau humain a 3 teslas. Ainsi un temps de répétition de 7.5s permettait a I’aimantation
du Pi de relaxer de &~ 98% entre deux acquisitions. Méme si cette adaptation augmente
le temps d’acquisition et diminue le rapport signal sur bruit accessible pour un temps
d’acquisition donné, elle permet de s’affranchir de la mesure de T7%" (T1 en présence
d’échange chimique) et donc de minimiser les biais sur la détermination de Varr. De plus,
si une expérience d’inversion /récupération avait di étre réalisée pour déterminer le 77
le temps total d’acquisition incluant I’application des séquences de transfert de saturation
et d’inversion/récupération aurait été plus long que le temps nécessaire a l’acquisition

selon notre méthode, et donc incompatible avec une étude sur patients HD.
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Enfin, notons qu’une des limitations principales a 'utilisation d’une acquisition non lo-
calisée est son manque de spécificité tissulaire. En effet, le signal recu issu du volume
de détection de la sonde ne provient pas uniquement du cerveau mais est contaminé
par les tissus musculaires situés en périphérie du crane et dans 'appareil manducateur
(muscle masséter principalement). Cependant, il faut noter que le choix d’une acquisition
non localisée a été préalablement motivé par la constatation que la fraction musculaire

représentait seulement un faible pourcentage du volume de détection.

Acquisitions Comme précédemment, la fréquence de saturation a tout d’abord été
choisie égale a la fréquence de 'ATP~y (-7.35ppm par rapport au Pi) et les spectres ont
été collectés pour 4 valeurs de tsat (0.25; 0.5; 1.0 et 1.5s). Afin de corriger du RF Bleed
Over, la méme expérience a été réalisée en ajustant la fréquence de saturation a une fré-
quence symétrique par rapport au Pi (-7.35ppm par rapport au Pi). Les spectres ont été
collectés pour les mémes 4 valeurs de tsat. La encore, les valeurs des temps de saturation
ont été modifiées par rapport a la séquence précédemment décrite (0.25; 0.5; 1.0 et 1.5s
vs 0.5; 1.0; 1.5 et 2s) afin de diminuer le temps d’acquisition. 28 répétitions seulement
ont été réalisées pour chaque temps de saturation, étant donné la courte durée d’exa-
men disponible. Le temps d’acquisition total incluant le shim, application des séquences

d’impulsion /acquisition et de transfert de saturation progressif était de ~35 minutes.

Modélisation L’écriture des équations de Bloch modifiées pour I’échange chimique est
dans ce cas grandement simplifiée par rapport & I’étude primate. En effet, la séquence
d’acquisition étant non localisée, il n’y a pas de relaxation de ’aimantation longitudinale
du Pi pendant la localisation (i.e. pendant I'application des OVS). De plus, la relaxa-
tion longitudinale du Pi est quasi-compléte d’une répétition a 'autre. Ainsi, la relation
reliant la constante cinétique unidirectionnelle de syntheése d’ATP k;, I'aimantation du
Pi en présence de saturation de ’ATP~y M, p;(tsat), 'aimantation du Pi en présence de
saturation symétrique M:%. le temps de relaxation longitudinale intrinséque T7%: et la

durée de 'impulsion de saturation tsat peut s’écrire simplement sous la forme :

Mz i(tsat 1 1 —( kyp+=ir |tsat
MzPi 1+ kaf?Ji 1+ kaf?Ji
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Par conséquent, les parameétres d’intérét k; et Ti%. peuvent étre estimés simplement par

M, p;(tsat)

€q
MzPi

durée de Pimpulsion de saturation tsat. Le principe de détermination de k; et TiH. est

ajustement itératif de ’atténuation de la résonance du Pi en fonction de la
donc basé sur le méme principe d’ajustement itératif que I’étude précédente, la différence
fondamentale étant la relative simplicité de la relation mathématique (Equation 6.1)
due au faible nombre de parameétres présents dans 1’équation. En particulier, notons que

T n’est pas présent dans équation, ce qui a pour conséquence de minimiser les erreurs

d’estimation, ce paramétre ayant été déterminé expérimentalement, et donc soumis a une

incertitude, dans une étude précédente (Valette, 2006).

Méthode d’évaluation de la contamination musculaire

Afin d’estimer la possible contribution des muscles squelettiques, principalement du muscle
masséter, au signal *'P collecté, une sonde mono accord 'H ayant exactement la méme
géomeétrie que la sonde 3P a été utilisée afin d’acquérir des images 3D haute résolution de
la partie haute de la téte (écho de gradient 3D, TE/TR=6/30ms, Matrice 192x192x192,
FOV=256x192x256mm?, largeur spectrale 50kHz). Le positionnement de la sonde 'H
était bien entendu identique & celui de la sonde *'P (Figure 6.1). Les images ont ensuite
été segmentées manuellement sur la base d’un atlas anatomique de la téte humaine (Rohen
and Yokochi, 1991) afin d’estimer les volumes cérébraux et musculaires. Cette procédure

a été réalisée pour un volontaire sain.

6.1.4 Traitement des données

Meéthode de quantification Notons tout d’abord que cette méthode de quantification
s’applique a tous les spectres *'P, acquis par impulsion/acquisition et par la méthode
de transfert de saturation. Une procédure de zero filling & 2048 points a tout d’abord
été appliquée & chaque spectre 3'P puis ces derniers ont été quantifiés par la méthode
AMARES sous jJMRUI (Vanhamme et al., 1997) en utilisant la base de 13 métabolites
décrite dans la partie précédente (Tableau 4.3). L’ensemble des valeurs de fréquence,
de couplage et de contraintes souples ou dures appliqué dans cette étude est celui décrit

dans la partie précédente. Seulement deux adaptations de la méthode de quantification
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précédente ont été effectuées. En premier lieu, une correction rigide de la phase d’ordre
1, estimée a 1.5deg/ppm sur un spectre a haut rapport signal sur bruit, a été appliquée a

tous les spectres.

Une seconde adaptation a été utilisée spécifiquement pour la quantification des spectres
31P acquis en impulsion /acquisition. Pour quantifier ces spectres, une procédure de tronca-
ture des 12 premiers points (correspondant aux 1.2 premiéres millisecondes d’acquisition)
a été appliquée. Bien que cette procédure diminue le rapport signal sur bruit des réso-
nances d’'intérét, elle était nécessaire afin de supprimer la large ligne de base présente sur
les spectres 3'P. Les résonances estimées ont par la suite été corrigées automatiquement en

amplitude et en largeur de raie en tenant compte du signal des premiers points tronqués.

Reproductibilité de la méthode de quantification Afin de tester la reproductibi-
lité de la méthode de quantification utilisée, une série de 10 spectres acquis par impul-
sion/acquisition a été collectée pour un des cing volontaires sains. Ces dix acquisitions
ont été réalisées en environ 1 heure, le volontaire ayant été retiré puis repositionné dans le
tunnel entre chaque acquisition. L’analyse AMARES de cette série de données a permis
de mettre en évidence une grande reproductibilité de quantification, en particulier sur la
résonance du Pi, ’écart type relatif sur la détermination de cette concentration étant de
~3.0%. Associée a une bonne sensibilité de détection a l'acquisition, la méthode de quan-
tification développée sous AMARES permet de mesurer de facon précise et reproductible
la concentration du Pi en particulier, et donc son atténuation associée au transfert de

saturation.

Détermination des concentrations métaboliques et du pH cérébral Les concen-
trations métaboliques ont été dérivées directement de la quantification effectuée par la
méthode AMARES sous jJMRUI. Les concentrations ont tout d’abord été évaluées pour
chaque patient puis moyennées pour chaque groupe (patients HD et sujets controles). De
la méme maniére, le pH cérébral a été évalué pour chaque sujet en utilisant les valeurs
suivantes : 0ga=3.23, 04=5.70 et pKa=6.77. Les valeurs estimées de pH ont par la suite

été moyennées pour chaque groupe (patients HD et sujets controles).
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Détermination de Varp Pour chaque sujet et chaque temps de saturation, 'atténua-

M, p;(tsat)

€q
MzPi

pour chaque groupe (patients HD et sujets controles) pour chaque temps de saturation

tion de la résonance du Pi a été estimée. Ces rapports ont ensuite été moyennés
tsat. En effet, au vu du faible rapport signal sur bruit des spectres individuels, seule une

étude de groupe était envisageable.

M, p;i(tsat .
% en fonction du temps de
zP1i

Pour chaque groupe, la courbe d’atténuation du Pi
saturation tsat a ensuite été ajustée selon I’équation de Bloch modifiée précédement décrite
(Equation 6.1). L’ajustement, effectué sous le logiciel Matlab (The MathWorks Inc.,
Natick, MA), a permis de dériver simultanément les paramétres d’intérét k; et Tj:. Afin
d’éviter les divergences lors de I'ajustement, la valeur de T{%. a été contrainte dans une
gamme correspondant a 50% de la valeur attendue (= 2s) : 1.5 < T} < 2.5. La précision
de mesure de ces deux paramétres a été évaluée par simulation Monte Carlo (N=1000

itérations). La valeur de Varpr a ensuite été dérivée de I'équation Varp = k¢[Pi].
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6.2 Reésultats

6.2.1 Evaluation de la contamination musculaire au signal 3P
détecté

La Figure 6.2 illustre la distribution des tissus musculaires et cérébraux dans le volume
détecté par la sonde 3'P cylindrique. La segmentation des images a permis d’évaluer le vo-
lume cérébral & 1.43L et le volume musculaire & 0.11L. Par conséquent, la fraction cérébrale
dans le volume détecté était de 0.93. Or les concentrations en PCr, Pi et ATP rapportées
dans la litérature permettent d’évaluer les rapports suivants : [PCrlmuscle/[PCr|cerveau
~ 8 et |PiJmuscle/|Pi|cerveau ~ [ATP|muscle/[ATP|cerveau =~ 2 (Jensen et al., 2002, Ha-
milton et al., 2003b, Boska, 1994, Doyle et al., 1997, Hetherington et al., 2001, Potwarka
et al., 1999). Etant donné ces rapports, le fait d’assimiler le signal de la PCr détecté par
notre méthode a un signal purement cérébral induit une surestimation importante de la
concentration cérébrale en PCr (surestimation de ~50%). Par contre, les erreurs sur la
détermination des concentrations cérébrales en ATP et Pi sont largement plus faibles et
correspondent & une surestimation maximale de ~8%. Ainsi, il est important de souligner
que, a cause de la contamination musculaire, les concentrations en métabolites phospho-
rés sont toutes plus ou moins surestimées dans cette étude. Cependant, il faut également
rappeler que notre étude est une étude relative visant a comparer deux groupes de sujets
(patients HD et sujets controles). Les conditions d’acquisition étant les mémes pour tous
les individus, ce biais n’influe pas sur la comparaison des concentrations métaboliques

entre groupes de sujets.

6.2.2 Mesure des concentrations métaboliques

Les spectres acquis par impulsion /acquisition sont caractérisés par des résonances d’intérét
superposées a des résonances trés larges (= 50ppm & mi-hauteur) (Figure 6.3 (a)).
Ces derniéres ont été éliminées par troncature afin de quantifier les métabolites d’intérét
de fagon robuste. [’analyse effectuée par AMARES en utilisant la base de métabolites
précédemment décrite est présentée en Figure 6.3 (b-f). Les concentrations moyennes

relatives en métabolites phosphorés ont été estimées pour chaque groupe comme le rapport



6. ETUDE DU METABOLISME ENERGETIQUE CEREBRAL PAR RMN DU 3'P DANS LA MALADIE
118 DE HUNTINGTON

FIG. 6.2 — Segmentation manuelle du volume détecté par la sonde 3'P Trois
coupes coronales espacées de 5 c¢cm sont représentées (a). La segmentation du volume
détecté a permis d’estimer un volume cérébral de 1.43L (b) et un volume musculaire de
0.11L (c).
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de P'aire du pic d’intérét sur la somme totales des aires (concentration relative = aire

pic/(D>_ aires)) (Tableau 6.3).

Concentrations relatives en métabolites (u.a.)

ATPa | ATPS | ATPy Pi PCr PME PDE MP DN

Controles 0.127 | 0.101 0.108 0.069 0.160 0.123 0.138 0.115 0.035
(n=6) £0.009 | £0.006 | £0.002 | £0.002 | £0.009 | £0.006 | £0.013 | £0.027 | £0.006
Patients HD | 0.127 | 0.101 0.111 0.068 0.165 0.124 0.142 0.104 0.034
(n=9) £0.009 | £0.006 | £0.005 | £0.002 | £0.011 | £0.007 | £0.008 | £0.006 | +0.007

TAB. 6.3 — Concentrations en métabolites estimées par AMARES Les concentra-
tions reportées dans ce tableau sont les concentrations moyennes estimées pour chaque
groupe (sujets sains et patients HD). Pour chaque métabolite, la concentration relative
représente le rapport de I’aire du pic d’intérét sur la somme totales des aires. L’appelation
PME inclut PE, PC, DPG et PSer. L’appelation PDE inclut GPE et GPC.

6.2.3 Deétermination du pH cérébral

Alors que la faible sensibilité de la méthode de transfert de saturation ne permet pas

d’obtenir des valeurs individuelles de Varp, la mesure du pH cérébral par mesure de

déplacement chimique a pu étre réalisée pour chaque sujet (controles et patients HD). Les

valeurs individuelles sont reportées dans le Tableau 6.4.

Controles pH cérébral Patients HD pH cérébral
1 7.019 HDO051222 7.043
2 7.034 HD060112 7.045
3 7.034 HDO060216 7.066
4 6.999 HDO060302 7.054
5 7.019 HD060309 7.005
6 7.034 HDO060316 7.037
Moyenne 7.023 HD060323 7.057
Ecart-type 0.014 HD060406 7.045
HD060504 7.028
Moyenne 7.048
Ecart-type 0.025

TAB. 6.4 — Valeurs de pH individuelles
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FI1G. 6.3 — Analyse spectrale effectuée sous AMARES d’'un spectre 'P acquis par la mé-
thode d’impulsion /acquisition. (a) Spectre brut. (b) Estimation du spectre de métabolites.
(c), (d) et(e) Contributions individuelles. (f) Résidus.
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Pour chaque groupe, les valeurs du pH cérébral ont ensuite été moyennées, conduisant a :

pH (Controles) = 7.023 +0.014 (6.2)

pH (Patients HD) = 7.048 £0.025

Le graphe présenté en Figure 6.4 permet de visualiser la dispersion des valeurs indivi-

duelles autour des valeurs moyennes pour chaque groupe.
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F1G. 6.4 — Les valeurs individuelles du pH cérébral (patients HD ronds/ sujets sains
losanges), les valeurs moyennes et les écarts-types (patients HD x/ sujets sains X) sont
ici représentées graphiquement pour les deux groupes de sujets.

Une alcalinisation de ’ordre de 0.025 unité de pH est donc mesurée dans le cerveau des pa-
tients HD relativement au groupe controle. Au vu du faible nombre de sujets (N=15), un
test statistique de rang (type Wilcoxon) a été réalisé sous le logiciel Datamind (LNAO,
Neurospin, R Development Core Team, 2008) afin d’évaluer la significativité de I'aug-
mentation de pH cérébral. Ce test a permis de conclure que cette augmentation était

significative, la p-value obtenue étant p—=0.02.
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6.2.4 Détermination de Varr

La Figure 6.5 présente les spectres, moyennés sur les 6 sujets controles, acquis pour un

temps de saturation de tsat=1s.

Les spectres présentés en Figure 6.6 (a), acquis sur un volontaire sain, montrent la dimi-
nution attendue de 'amplitude de la résonance du Pi en fonction du temps de saturation
tsat. Il est également intéressant de noter une diminution conjointe des amplitudes des
pics de PME et de PDE. Ces atténuations annexes se révélent cependant plus faibles que
I’atténuation du Pi et peuvent étre attribuées a I'effet de RF bleed over. Les estimations
de k; et Ti% dérivées de Pajustement itératif de Mﬁi(f‘n) (Figure 6.6 (b)) et de la

simulation Monte Carlo ont conduit aux valeurs suivantes :

k; (Controles) = 0.29+0.02s" (6.3)
k; (Patients HD) = 0.1940.03s7"

T (Controles) = 1.940.3s™" (6.4)
T (Patients HD) = 2.340.3s57*

La densité cérébrale ayant été fixée & 1g/mL et la concentration en |Pi| & |Pi]=1.3mM
d’aprés la litérature (Jensen et al., 2002, Hamilton et al., 2003b, Boska, 1994, Doyle et al.,
1997, Hetherington et al., 2001, Potwarka et al., 1999), la vitesse de synthése d’ATP Varp

a ensuite évaluée par 'équation Varp = k¢[Pi] :

Varp (Controles) = 22.4 4+ 1.9umol.g~ " .min~* (6.5)
Varp (Patients HD) = 14.8 & 2.4umol.g” .min ™"

soit une diminution de ~35% de Varp dans le groupe de patients HD relativement aux

controles sains.
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F1G. 6.5 — Spectres 3! P Spectres moyens obtenus pour le groupe controle pour un temps
de saturation tsat—1s (lissage lorentzien 15Hz)
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FIG. 6.6 — (a) Spectres 3'P acquis sur un volontaire sain en présence de saturation de
I’ATP~ pour les 4 temps de saturation (0.25, 0.5, 1.0 et 1.5s). Seule la région du Pi est ici
représentée, montrant une diminution de 'amplitude du Pi lorsque le temps de saturation

augmente. (b) Atténuation du Pi %&7@ fonction du temps de saturation tsat. Les

zP1i
losanges et les ronds représentent les points expérimentaux, les lignes continues les

meilleurs ajustements aux données expérimentales. Les lignes pointillés réprésentent les
limites inférieures et supérieures de I’ajustement déterminées par simulation Monte Carlo.



6.3. DISCUSSION 125

6.3 Discussion

6.3.1 Contamination musculaire limitée

La segmentation des images d’écho de gradient englobant le volume détecté par la sonde
3P a permis d’estimer la surestimation de la concentration cérébrale en Pi (~8%) die
a la contamination musculaire. Cependant, il est important de noter que cette valeur
représente I'erreur maximale possible liée a la contribution musculaire. En effet, les muscles
squelettiques situés autout du crane, en particulier le muscle masséter, sont soumis a des
fortes inhomogénéités de By car ils sont situés relativement loin de l'isocentre de I’aimant
et jouxtent des interfaces air/tissus. Par conséquent, contrairement au signal 3'P cérébral,
le signal musculaire devrait présenter des résonances significativement plus larges et donc
partiellement ignorées par I’ajustement lorentzien effectué sous AMARES. En pratique,
la contribution musculaire au spectre 3'P détecté apparait plus faible que la contribution
estimée sur la base de la fraction musculaire détectée par la sonde. En effet, la valeur du
rapport [PCr|/[ATP] estimée dans cette étude (1.4840.11) est en accord avec la valeur de
1.2940.22 mesurée dans le cerveau humain a 7 teslas (Lei et al., 2003b) et contraste avec
les valeurs de ~ 4 rapportées pour le muscle squelettique (Doyle et al., 1997, Hetherington
et al., 2001, Potwarka et al., 1999). L’ensemble de ces éléments suggére que les spectres
31P acquis dans cette étude sont largement dominés par les résonances des métabolites

cérébraux.

6.3.2 Stabilité des concentrations métaboliques

Le Tableau 6.3 montre qu’aucune variation significative des concentrations relatives en
métabolites n’est détectée entre les groupes de sujets. Autrement dit, la concentration
des différents métabolites impliqués dans le métabolisme énergétique cérébral reste stable
chez les patients HD. Ceci signifie que ’homéostasie métabolique semble maintenue chez

ces patients et ce malgré la présence d’une atrophie striatale et corticale importante.
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6.3.3 Alcalinisation cérébrale significative

Des variations de pH cérébral ont été observées dans de nombreuses pathologies : ischémie
(von Hanwehr et al., 1986, Welch et al., 1992), hypoxie chronique (Hamilton et al., 2003a),
tumeurs cérébrales (Wike-Hooley et al., 1984, Kallinowski and Vaupel, 1988, Gerweck
and Seetharaman, 1996), troubles bipolaires (Hamakawa et al., 2004)... Cependant, &
notre connaissance, aucune variation significative de pH cérébral n’a été observée a ce
jour dans une maladie neurodégénérative. Cette étude est ainsi le premier rapport d’une

augmentation significative de pH cérébral chez des patients neurodégénératifs.

La connaissance de huit scores cliniques différents (au maximum) pour chaque patient
nous a conduit a évaluer 'existence de corrélations entre variations de pH et symptomes
associés a I'évolution de la pathologie. Le seul score clinique présentant une corrélation
significative avec les variations de pH mesurées dans le cerveau des patients HD est le score
clinique UHDRS moteur (Figure 6.7). Au vu du faible nombre de sujets (score UHDRS
moteur connu pour seulement 8 sujets), un test paramétrique (type Pearson) a été réalisé

sous Datamind et a permis d’établir la significativité de cette corrélation (p=0.01).
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F1G. 6.7 — Corrélation entre augmentation du pH cérébral et score moteur UHDRS dans
le groupe de patients HD
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6.3.4 Limites de la mesure de Varr

Précision sur la détermination de £y La simulation Monte Carlo montre que 'ajus-
tement itératif réalisé permet d’obtenir une plus grande précision sur la détermination
de k; (écart-type~8%) que que celle de T{#. (écart-type~17%) dans le groupe controle.
Il est alors intéressant de se demander dans quelle mesure la contrainte imposée pour la
détermination de T{%. peut affecter 1'estimation de k;. Lorsque T}%: est fixé & sa limite
inférieure (1.5s) ou supérieure (2.5s), 'ajustement itératif monoparamétrique de l'atté-
nuation du Pi en fonction de ¢sat conduit aux valeurs suivantes : k;=0.31+0.02s~! pour
T =1.5s, k;=0.274£0.02s"" pour TiH,=2.5s. Ceci illustre le fait que la détermination
de k; est relativement insensible a la valeur de T} dans la gamme de T{% [1.5-2.5].
Etant donné que la valeur de Varp dépend seulement du parameétre £y, la stabilité de la

détermination de ce paramétre est un atout pour la détermination de ce flux.

Sensibilité de la mesure de Varp au champ statique B; Cette étude, réalisée
a 3 teslas, est le second rapport d’'une mesure de Varp dans le cerveau humain apres
celle réalisée a 7 teslas par Lei et al. (Lei et al., 2003a). Sans tenir compte de la plus
faible sensibilité intrinséque de la spectroscopie RMN & 3 teslas, il est intéressant de se
demander dans quelle mesure la plus faible valeur du temps de relaxation 77 & 3 teslas
(2.0s vs. 3.5s & 7 teslas) affecte les valeurs d’atténuation du Pi mesurées par transfert de
saturation. En effet, la sensibilité optimale de cette méthode est obtenue lorsque la valeur
de T/ est proche de 1/k;. Sous I’hypothése que k; &~ 0.2s7!, Patténuation du Pi pour
un temps de saturation infini tsat peut étre calculée pour différentes valeurs de T{%. en

utilisant I'Equation 6.1, conduisant & (Figure 6.8) :

M. p;(tsat
%‘m) = 0.71 (3 teslas) (6.6)
MzPi
M. p;(tsat
%jﬂ) = 0.59 (7 teslas) (6.7)
MzPi
(6.8)

Cette estimation démontre ’avantage intrinséque apporté par les hauts champs magné-

tiques pour la méthode de transfert de saturation. Cependant, pour des temps de satu-
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ration relativement courts (environ 2s), I'utilisation des hauts champs magnétiques ne
présente qu’'un faible avantage : pour tsat=2s, 'atténuation du Pi est de 0.78 & 3 teslas

contre 0.74 & 7 teslas.

1.0 -

0.8 - N

0.6 - T eme .o

0.4

0.2

Atténuation du signal du Pi

0-0 ] ] L) v v v v v

Temps de saturation (s)

Fi1G. 6.8 — Sensibilité de Varp au champ statique B, L’atténuation théorique du
Pi en présence de saturation de I’ATP~ présente une dépendance au champ statique By.
Conséquence directe de I’allongement du temps de relaxation longitudinale, la sensibilité
de la mesure de Varp augmente lorsque B, augmente.

Valeurs absolues de Varp D’aprés la littérature, les valeurs des flux métaboliques
énergétiques mesurées dans le cerveau humain par des techniques de différence artério-
veineuse sont : CM Rglc = 0.31 —0.42umol.g~ .min~' et CM RO,/C M Rglu = 5.5 (Shul-
man and Rothman, 2004). En considérant que P/Os = 6 pour une stoechiométrie com-
pléte, ces valeurs permettent d’estimer la valeur attendue de Varr & 10—14umol.g~t.min™1.
En basant son estimation sur des mesures de consommations métaboliques en oxygeéne et
en glucose dans le cerveau humain, Atwell et al. a obtenu un Vare de 14umol.g~t.min™"
(Attwell and Laughlin, 2001). Corroborant les valeurs précédentes, 1'étude de Lei et al.
utilisant la technique de transfert de saturation pour la mesure de Varp chez 'homme a

rapporté une valeur de Vare de 12.1umol.g~ .min™! (Lei et al., 2003a).
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Dans cette étude, nous trouvons une valeur de Varp beaucoup plus élevée chez les su-
jets sains (Varp (Controles) = 22.4 4+ 1.9umol.g~ .min™') que les valeurs précédement
rapportées dans la litérature. Cette surestimation de ks et donc de Varp, pourrait étre
en premier lieu attribuée a une contamination musculaire. Cependant, le biais induit par
cette contamination sur la valeur de Varp semble étre négligeable puisque (i) le signal
musculaire représente au maximum 8% du signal du Pi quantifié et que (ii) la valeur de
k¢ dans le muscle squelettique, incluant la synthése réversible catalysée par GADPH et
PGK, est de ~ 0.03s™!, soit environ 10 fois plus faible que le k; cérébral (Lebon et al.,
2001).

Biais de quantification La différence fondamentale entre ’étude de transfert de sa-
turation menée chez le primate sain (Partie II) et celle présentée dans cette partie est
I’absence de localisation par OVS. Cette absence de localisation se traduit par la présence
d’une ligne de base large située sous les résonances des métabolites d’intérét, ligne de
base visible sur les spectres acquis en impulsion/acquisition mais également, dans une
moindre mesure, sur les spectres acquis par transfert de saturation. Cette ligne de base
est composée de deux catégories de résonances provenant de deux types de molécules :
I’hydroxyapatite des os craniens et les phosphodiesters des phospholipides membranaires
partiellement mobiles (McNamara et al., 1994). La résonance d’environ 50ppm de largeur
spectrale qui domine les spectres acquis par impulsion-acquisition chez ’homme (Figure
6.3 (a)) est absente des spectres localisés dans le cerveau de primate (Figure 4.6).
Cette résonance peut donc étre attribuée a la contribution de 'os. Les hydroxyapatites
Cas(PO,)3(OH) osseuses donnent en effet naissance a une résonance similaire (=50ppm
de largeur a mi-hauteur) facilement détectable en RMN du ®'P, comme cela a été montré
dans les os de la main il y a déja 20 ans (Brown et al., 1988). L’effet délétére de ces com-
posantes larges sur la quantification des métabolites d’intérét a été démontré (McNamara

et al., 1994).

En I’absence de localisation spectroscopique, la ligne de base est modifiée de fagon diffé-
rente dans le cas d’une saturation de ’ATP~ ou d’une saturation symétrique. Ces défor-
mations étant trés difficiles a prédire, la quantification des spectres acquis par transfert
de saturation pourrait souffrir de biais significatifs. De plus, il est important de souligner

que le traitement par AMARES n’inclut pas de ligne de base dans I'algorithme de quan-
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tification, et ne peut donc pas inclure des a prior: sur la forme de cette ligne de base. Par
conséquent, il est probable que la méthode de quantification utilisée ici (adaptée de celle
développée dans la partie précédente) soit a l'origine d’un biais de quantification systé-
matique et relatif entre spectres saturés sur 'ATP~ et spectres saturés a une fréquence

symétrique.

Dans ce contexte, deux méthodes de quantification complémentaires ont été évaluées. Ces
méthodes, toutes deux basées sur une quantification manuelle de 'atténuation des pics de
résonance du Pi, avaient pour but de se prévaloir des variations de ligne de base.

— Méthode N°1 : Aprés un lissage lorentzien de 8Hz, les spectres ont été convertis en
module (et non pas en partie réelle) afin de minimiser les possibles erreurs de phase
induites par des fluctuations de ligne de base. Sachant que la ligne de base large observée
sur les spectres acquis par impulsion acquisition se situe entre -20 et 30ppm, nous nous
sommes placés dans I'intervalle fréquentiel ne contenant pas de métabolites d’intérét ni
de composantes larges i.e. entre 30 et 50ppm. La ligne de base étant quasiment linéaire
dans cet intervalle, une droite confondue avec la ligne de base a été tracée manuellement.
L’amplitude de la résonance du Pi a été évaluée comme la hauteur entre le maximum
du pic et la droite ainsi tracée selon une projection verticale (Figure 6.9 (a)).

— Méthode N°2 : Aprés un lissage lorentzien de 8Hz, une droite reliant les pieds de
la résonance du Pi (= 0.8ppm de part et d’autre du maximum du pic) a été tracée.
L’amplitude de la résonance du Pi a été évaluée comme la hauteur entre le maximum
du pic et la droite ainsi tracée selon une projection verticale (Figure 6.10 (a)).

Pour chacune des deux méthodes et pour chaque groupe de sujets, les atténuations du

Pi ont été évaluées en triple aveugle sur les spectres moyennés pour chaque tsat et les

trois valeurs ont été moyennées pour chaque spectre. Les atténuations du Pi ont ensuite

été ajustées en fonction de tsat selon ’Equation 6.1. Cependant, afin de minimiser les

erreurs possibles sur la détermination de ks, T{% a cette fois été fixé a T{p.=2.1s, cette

valeur étant la valeur moyenne des T}%. obtenus précédement (moyennée sur les deux
groupes de sujets). Pour chacune des deux méthodes, les points expérimentaux et les
ajustements sont présentés en Figures 6.9 (b) et 6.10 (b). Les valeurs de k; obtenues

par ces deux méthodes sont les suivantes :
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F1G. 6.9 - Méthode de quantification N°1 (a) Une droite confondue avec la ligne de
base entre 30 et 50 ppm a été tracée manuellement. L’amplitude de la résonance du Pi a
été évaluée comme la hauteur entre le maximum du pic et la droite ainsi tracée selon une

projection verticale. (b) Atténuation du Pi Mﬁi(ﬁsat) fonction du temps de saturation tsat.
zPi

Les losanges et les ronds représentent les points expérimentaux, les lignes continues les
meilleurs ajustements aux données expérimentales. Les lignes pointillées réprésentent les
limites inférieures et supérieures de I’ajustement déterminées par simulation Monte Carlo.
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F1G. 6.10 - Méthode de quantification N°2 (a) Une droite reliant les pieds de la réso-
nance du Pi (= 0.8ppm de part et d’autre du maximum du pic) a été tracée. L’amplitude
de la résonance du Pi a été évaluée comme la hauteur entre le maximum du pic et la droite

.. , . . . , . . M, p;(tsat .
ainsi tracée selon une projection verticale. (b) Atténuation du Pi % fonction du
Pi

temps de saturation tsat. Les losanges et les ronds représentent les points expérimen-
taux, les lignes continues les meilleurs ajustements aux données expérimentales. Les lignes
pointillées réprésentent les limites inférieures et supérieures de ’ajustement déterminées
par simulation Monte Carlo.
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Meéthode 1 : (6.9)
k; (Controles) = 0.1540.02s7" (6.10)
k; (Patients HD) = 0.13+0.01s™"

Méthode 2 : (6.11)
k; (Controles) = 0.3340.04s™" (6.12)
k; (Patients HD) = 0.31£0.03s™"

(6.13)
D’ou les valeurs de Varp suivantes :
Méthode 1 : (6.14)
Varp (Controles) = 11.9 4+ 1.5umol.g~ " . min™* (6.15)
Varp (Patients HD) = 10.0 £ 0.8umol.g~*.min~*
Méthode 2 : (6.16)
Varp (Controles) = 25.6 + 3.1umol.g~ " .min~* (6.17)

Varp (Patients HD) = 24.5 4 2.3umol.g” .min™"

Les différences importantes entre les valeurs déterminées par les deux méthodes peuvent
s’expliquer par le fait que chacune de ces méthode représente un cas extréme. En effet,
dans la premiére méthode, la hauteur de la résonance du Pi inclut surement une contribu-
tion non négligeable du signal de la ligne de base. Au contraire, dans la seconde méthode,
il est clair qu’aucune contribution large de la ligne de base n’est inclue dans la hauteur
mesurée, et il est de plus probable que le signal mesuré ne soit pas le signal total du Pi mais
seulement une partie. Par conséquent, une méme atténuation de la hauteur de la résonance
du Pi se traduira par une variation relative faible pour la premiére méthode et importante
pour la seconde, ce qui explique les écarts observés. Ainsi, les valeurs de Varp détermi-

nées par ces deux méthodes peuvent étre considérées comme des valeurs extrémes entre
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lesquelles se situent les valeurs de Varr déterminées par AMARES (Varp (Controles) =

22.4 +1.9umol.g~*.min=t, Varp (Patients HD) = 14.8 &+ 2.4umol.g~ . min ™!

Concernant les variations entre groupes de sujets, une diminution de Varp chez les pa-
tients HD relativement aux controles est observée par la méthode 1 (diminution de 16%),
par la méthode 2 (diminution de 4%) et par la méthode de quantification par AMARES
(diminution de 35%). Par conséquent, malgré les imperfections associées a chaque tech-
nique de quantification, il existe bel et bien une tendance a la diminution de Varp dans

le groupe de patients HD.

Cette étude a ainsi permis de montrer que, méme si la méthode de transfert de saturation
non localisée ne permet pas d’accéder a une valeur absolue de Varp, cette méthode permet

de mettre en évidence un tendance a la baisse de Varp dans le cerveau des patients HD.

6.3.5 Séquence non localisée et interprétation des résultats

Toutes les mesures effectuées dans cette étude (Vare, pH et concentrations) sont des
mesures cérébrales globales, caractérisant ’ensemble du cerveau. Or il est évident que,
dans le groupe de patients HD notamment, le cerveau est loin d’étre homogeéne. En parti-
culier, ces patients présentent un atrophie corticale et striatale importante, conséquence
de la neurodégénérescence. Ainsi, les mesures globales réalisées dans cette étude doivent
étre considérées comme des moyennes pondérées de mesures régionales. Il est en effet
fort probable qu’il existe des aires cérébrales plus largement atteintes dans lesquelles les
concentrations, le pH et/ou la vitesse de synthése d’ATP seraient plus fortement modifiés.
Il serait donc intéressant de pouvoir réaliser des mesures régionales, en particulier dans le
striatum, afin de confirmer cette hypothése. En particulier, au vu de la grande sensibilité
de la mesure de pH (valeur individuelle accessible en bmin a 3 teslas), il serait intéressant
d’effectuer une cartographie du pH cérébral a 7 teslas par CSI. Cette étude pourrait per-
mettre de mettre en évidence des zones "chaudes" responsables de I’augmentation du pH

cérébral global observé dans cette étude.
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6.4 Conclusion et Perspectives

Cette étude a tout d’abord permis de mettre en évidence un maintien de 'homéostasie
métabolique dans le cerveau de patients HD, et ce malgré la présence d'une atrophie céré-
brale importante. Ceci confirme que la viabilité d'une cellule semble étre majoritairement
conditionnée par le maintien de ses concentrations métaboliques. Dans un second temps,
une tendance a la baisse de la vitesse de synthése d’ATP Varp a pu étre mise en évidence
dans le groupe de patients HD. Cependant, la faible sensibilité de la mesure de Varp ne
permet pas d’obtenir des données individuelles et, méme sur des études de groupes, cette
sensibilité semble insuffisante pour obtenir des spectres facilement interprétables, tout du
moins a 3 teslas. La technique de transfert de saturation apparait ainsi difficilement ap-
plicable a des études cliniques humaines, bien qu’elle permette théoriquement d’accéder

a une mesure majeure du métabolisme énergétique cérébral.

Enfin, cette étude a permis de montrer qu’une alcalinisation du pH intracérébral était
détectée dans le groupe de patients HD. La sensibilité élevée de la mesure du pH par
spectroscopie RMN du 3'P permet d’obtenir des valeurs individuelles précises en un temps
d’examen court (de l'ordre de 5 minutes dans cette étude). La mesure du pH se présente
ainsi comme un biomarqueur potentiellement intéressant. Cependant, les patients sur les-
quels cette étude a été menée étaient tous des patients post-symptomatiques présentant
donc un stade avancé de la pathologie. Il est ainsi trés difficile de savoir si les variations de
pH mesurées dans cette étude sont une conséquence de la modification tissulaire entrainée
par la neurodégénérérescence ou si elles reflétent des altérations métaboliques intracellu-
laires. Afin de répondre a cette question, il aurait été intéressant de poursuivre cette étude
par une autre étude humaine sur une large cohorte de patients HD présymptomatiques
et de patients a stade précoce. Cette étude aurait ainsi permis de savoir si le pH intracé-
rébral pouvait étre un biomarqueur prédictif de la survenue des symptomes. Cependant,
les études menées sur des cohortes de patients sont des études lourdes et extrémement
longues. Par conséquent, une vérification de I’hypothése du pH comme biomarqueur pré-

coce se devait d’étre tout d’abord menée sur un modéle animal de la MH.

Ce travail a fait d’une communication affichée au 15™¢ congrés de 'ISMRM (Poster
N°2138, ISMRM, Berlin 2008).
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Chapitre 7

Mesure du pH cérébral par RMN du
31P dans le modéle rongeur de la
maladie de Huntington

[’étude clinique décrite dans le chapitre précédent a permis de mettre en évidence une
augmentation significative du pH global dans le cerveau des patients HD. Cependant,
ces patients présentant tous un stade avancé de la pathologie, il est difficile de savoir
a quel point la variation de pH observée refléte une altération métabolique plus qu’une
modification histologique macroscopique. En effet, les patients inclus dans I’étude pré-
cédente présentaient tous une atrophie corticale majeure et donc une modification des
fractions cellulaire et liquidienne cérébrales. Dans ce contexte, nous avons voulu vérifier
la pertinence de la mesure du pH cérébral comme biomarqueur métabolique précoce de
la neurodégénérescence dans la MH. Pour ce faire, nous avons décidé de mesurer le pH

cérébral dans un modéle de rat intoxiqué au 3NP de facon chronique.

Cette étude a été réalisée au laboratoire de RMN de [’Association Institut de Myologie
(AIM, Pitié Salpétriere, Paris).



7. MESURE DU PH CEREBRAL PAR RMN DU 3P DANS LE MODELE RONGEUR DE LA
138 MALADIE DE HUNTINGTON

7.1 Matériel et Méthodes

7.1.1 Systéme RMN

Imageur

Le systéme RMN utilisé dans cette étude est composé d’un aimant 4 teslas (Magnex,
Abingdon, UK) interfacé & un spectrométre/imageur BioSpec Advance (Bruker Biospin,
Etlingen, Allemagne). Le diamétre interne de I’aimant est de 46 cm (Figure 7.1 (a)).
Pour cette étude, un insert de gradient (© 20cm, 200mT.m ™!, temps de montée 260.s) a
été utilisé. La correction des inhomogénéités de champ B0 était simplement effectuée au
premier ordre (z,y, z) par les bobines de gradients. La commande du systéme s’effectuait

depuis une console Linux équipée du logiciel Bruker Paravision 3.0.2 (Figure 7.1 (b)).

F1G. 7.1 — (a) Systéme RMN 4 teslas de 'AIM (b) Salle de pilotage de 'imageur 4T

Sondes

Sonde 3'P Afin d’effectuer une mesure localisée de pH dans le cerveau de rat, nous
avons décidé d’utiliser une sonde RMN surfacique simple accord résonant a la fréquence
du 3'P, soit 68.97MHz & 4 teslas. En terme de rapport signal sur bruit, l'utilisation de
ce type de sonde est en effet préférable, au vu du faible volume d’intéret cérébral et de
la faible profondeur de ce volume par rapport a la surface de la téte. Le cerveau du rat
étant centré a une profondeur d’environ 1 cm de la surface supérieure du crane, nous

avons décidé de réaliser une sonde de diamétre @2.5¢cm afin de maximiser la sensibilité
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de détection de la sonde ainsi que I’homogénéité des impulsions RF émises dans le VOI.
Le circuit résonant réalisé est un circuit électrique résonant simple dont le schéma est
présenté en Figure 7.2. La boucle résonante d’inductance L=9.53x107*H a été réalisée
a partir de fil de cuivre creux (diamétre externe @ 3mm, diamétre interne @ 0.7mm).
Les valeurs des condensateurs variables (Cr permettant ’accord en fréquence et Cy; per-
mettant 'adaptation d’impédance du circuit) ont été dérivées des formules théoriques

classiques, conduisant a : Cy;,=111-126pF, Cr=1-10pF.

X
[1=

O

RF C; :} L

,7|7 Boucle dinduction

F1G. 7.2 — Schéma d’un circuit électrique résonant simple

Les facteurs de qualité de la sonde ainsi concue (& vide Quige et chargée Qcparge) Ont
été estimés a l'aide d’un analyseur de réseau. Les valeurs suivantes ont été obtenues :
Quide = 120 et Qcparge = 90. Pour 'émission, la sonde est raccordée par un cable coaxial
d’impédance 5082 & un amplificateur de puissance (1kW, Dressler HF technik, Stolberg-

Vicht, Allemagne). Pour la réception, elle est reliée a un étage de préamplification.

Sonde 'H La sonde 'H utilisée dans cette étude est une sonde de surface Bruker simple
accord de diamétre 5em (fp=170.28MHz a 4 teslas). Cette sonde a été utilisée afin (7) d’ef-
fectuer les procédures de shim, (7i) de réaliser les sessions d’imagerie rapide permettant le
positionnement du VOI et (7ii) d’obtenir des images anatomiques permettant la détection
des lésions. Pour I’émission, la sonde est raccordée par un cable coaxial d’impédance 5052
a un amplificateur de puissance (2kW, Dressler HF technik, Stolberg-Vicht, Allemagne).

Pour la réception, elle est reliée a un étage de préamplification.
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7.1.2 Animaux et protocole d’intoxication

Choix du protocole et du modéle animal L’objectif principal de cette étude étant
de déterminer si des variations de pH intracérébral pouvaient étre détectées a un stade
précoce de la MH, nous avons utilisé un protocole d’intoxication chronique au 3NP per-
mettant le suivi des rongeurs sur cinq jours avant apparition de lésions cérébrales. Rap-
pelons que le 3NP est une toxine mitochondriale, inhibant spécifiquement le complexe 11
(SDH) de la chaine respiratoire, dont I’administration induit un phénotype ressemblant
fortement au phénotype de la MH (Brouillet et al., 1995) (Chapitre 1). Nous avons choisi
d’utiliser le modéle d’intoxication chronique développé et caractérisé par Bizat et al. au
SHFJ (Blum et al., 2002b, Blum et al., 2002a, Bizat et al., 2003b, Bizat et al., 2003a,
pour revue voir Brouillet et al., 2005). Dans ce modéle, une dose de 54 mg.kg~'.jour!
est injectée de facon continue par une pompe osmotique implantée en sous cutané dans
le dos des animaux. Les caractéristiques principales de ce modéle sont (i) une apparition
de lésions cérébrales (en particulier striatales) dans les 5 & 6 jours suivant I'implantation

et (i) une augmentation progressive d’inhibition de la SDH atteignant 50 & 60% au bout

de trois jours.

Le protocole expérimental d’intoxication et de suivi par RMN est décrit dans le Tableau

7.1

Jour Intoxication Suivi RMN
-1 Préparation de la solution Mesure spectroscopique du pH
de 3NP Imagerie haute résolution
Implantation des pompes osmotiques
1 Mesure spectroscopique du pH
Imagerie haute résolution
3 Mesure spectroscopique du pH
Imagerie haute résolution
5) Mesure spectroscopique du pH
Imagerie haute résolution

TAB. 7.1 — Protocole expérimental d’'intoxication chronique et de suivi des animaux par
RMN

Animaux L’étude a été conduite sur cinq rats Lewis (masse 336+9g)(Charles River

Laboratories, Wilmington, MA) 4gés de 10 semaines au début du protocole d’intoxication.
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L’ensemble des procédures a été conduit en accord strict avec les recommandations de
la Communauté Européenne (86/609) et du Comité National Frangais (87/848) pour

I'utilisation et le soin des animaux de laboratoire.

Préparation des pompes osmotiques Tous les produits chimiques cités dans le pro-
tocole ci-dessous ont été commandés chez Sigma (L’Isle d’Abeau Chesnes, France), sauf

précision contraire.

Dans le modéle chronique que nous souhaitions utiliser, une solution de 3NP est délivrée

par infusion continue a une dose de 54 mg.kg=!.j=!

a l’aide de mini-pompes osmotiques
implantées en position sous cutanée dans le dos des animaux (débit 10ul/hr, modéle
2ML1; Alzet, Palo Alto, CA)(Dautry et al., 2000, Garcia et al., 2002, Mittoux et al.,
2002, Blum et al., 2002b, Blum et al., 2002a, Blum et al., 2003, Bantubungi et al., 2005,

Bizat et al., 2003b, Bizat et al., 2003a, Yang et al., 2005a, Yang et al., 2005b).

Afin de réaliser une solution mére de 3NP, nous avons tout d’abord déterminé la masse
du rat le plus lourd (M4 maz = 349g). La concentration de la solution mére de 3NP
Csnp a été dérivée de cette valeur, connaissant également le débit réel du lot de pompes
osmotiques utilisé dans cette étude (Dpompes = 9.87uL.h_1) et la dose de 3NP a injecter
(Dose = 54mg.kg=t.j71).

Mrat maz X Dose
24 X Dypompes
Csnyp = 79.56mg.mlf1

C13NP

Afin d’obtenir une quantité suffisante de solution mére, nous avons choisi de préparer un
volume final V; = 30mL, ce qui correspond & la dissolution d’une masse M=2387mg de

3NP. La solution mére a ensuite été préparée de la facon suivante :

Une masse M=2387mg de 3NP a tout d’abord été dissoute dans 3mL d’eau injectable
(H30 ppi) dans un bécher de 50mL. Le dosage pHmétrique suivant a ensuite été réalisé
sous agitation continue : de la soude NaOH 5N a été ajoutée goutte a goutte au mélange

afin d’amener le pH & un pH proche du pH physiologique (~7.4). Afin de stabiliser le pH
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obtenu, un volume correspondant a 5% du volume final (ici 1.5mL pour un volume final
de 30mL) d’une solution de tampon phosphate 1M a été ajoutée au mélange. De l'eau
injectable a ensuite été ajoutée afin d’amener le mélange au volume final souhaité (Vy =

30mL). Enfin, le mélange a été filtré sur papier Watman afin d’éliminer les impuretés.

Un volume de 2.5mL de solution de concentration adaptée est ensuite préparé pour chaque
pompe (sachant que le volume d’une pompe osmotique est Vipmpes = 2mL). Dans le
Tableau 7.2 sont rapportées les concentrations en 3NP dans chaque pompe osmotique
pour chacun des cinq rats. Ces pompes ont ensuite été placées en position sous cutanée
dans le dos des animaux au cours d’une anesthésie induite par injection i.m. d’un mélange

de kétamine (100mg.kg™!) et de xylazine (15mg.kg™!).

N° Rat | Masse (g) | Concentrations en 3NP | Volume final par tube (2.5mL)
dans pompes (mg.mL') | 3NP mére H,0 ppi
1 338 77.05 2.42 0.08
2 336 76.60 241 0.09
3 349 79.56 2.50 0.00
4 328 T4.77 2.35 0.15
5 328 T4.77 2.35 0.15

TAB. 7.2 — Concentrations en 3NP dans chaque pompe osmotique pour chacun des cinqg
rats.

7.1.3 Positionnement et anesthésie des rongeurs

Positionnement des sondes Le positionnement des sondes *H et 3P est visible sur la
Figure 7.3. Les deux boucles de surface sont positionnées de facon concentrique de part
et d’autre de la téte du rongeur. Cette configuration maximise les sensibilités respectives
des deux sondes par rapport au VOI. Des tests simples (évaluant 'accord en fréquence
et le rapport signal sur bruit) ont également permis de montrer que les couplages induits

entre les deux sondes étaient négligeables dans cette configuration.

Anesthésie des rongeurs I’anesthésie est tout d’abord induite par un mélange d’iso-
flurane a 5% dans l'air (AErane, Abbott Laboratories, N. Chicago, IL, USA )(débit

1.5mL.min"') puis maintenue par un mélange d’isoflurane a 2% dans lair (débit 1.5mL.min™!).
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Le pourcentage d’isoflurane est adapté au cours des acquisitions afin de maintenir la fré-

quence de respiration dans la gamme physiologique (environ 75 cycles.min™1).

Positionnement des rongeurs L’ensemble du dispositif expérimental est fixé sur un

support rigide permettant un positionnement stable et reproductible dans le tunnel de

I'imageur. Ce dispositif comprend (Figure 7.3) :

— Un systéme de réchauffement par circulation d’eau chaude permettant de maintenir la
température corporelle des rongeurs pendant I’anesthésie.

— Un capteur de pression permettant de suivre en temps réel les cycles de respiration des
rongeurs.

— Un systéme de circulation d’air permettant de délivrer le mélange anesthésique air/isoflurane
et d’extraire 1’air expiré.

— La sonde 'H, directement fixée sur le support.

— La sonde 3'P, directement fixée sur le masque d’anesthésie.

7.1.4 Acquisitions

Imagerie anatomique pour la détection de lésions Une séquence d’imagerie ana-
tomique pondérée en T2 a été optimisée pour la détection de lésions cérébrales : type
RARE, TE/TR=60/3000ms, matrice 192x192, 300um de résolution dans le plan, 11

coupes axiales de Imm, TA=4 :30min.

Paramétrisation d’une séquence optimisée pour la mesure du pH cérébral La
séquence utilisée pour la mesure localisée du pH cérébral est une séquence de type PRESS
(Point RESolved Spectroscopy) (Bottomley, 1987). Pour rappel, cette méthode, décrite
par un double écho de spin, consiste a appliquer une impulsion d’excitation spatialement
sélective (90°) selon une direction puis deux impulsions de refocalisation spatiallement

sélectives (180°) suivant les deux directions restantes (Figure 7.4).

Cette méthode permet donc d’acquérir un signal localisé provenant uniquement d’un vo-
lume choisi. Dans notre étude, le voxel d’intérét était un voxel de 10x7x8mm?, soit
560uL, englobant la quasi totalité du cerveau (Figure 7.7 (a)). Les paramétres de la
séquence optimisée pour la mesure de pH étaient les suivants : TE/TR=8.1/4000ms, 1024
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F1G. 7.3 — Dispositif expérimental [’ensemble du dispositif est fixé sur un support ri-
gide permettant un positionnement stable et reproductible dans le tunnel de I'imageur. Ce
dispositif comprend un systéme de réchauffement par circulation d’eau chaude, un capteur
de pression permettant de suivre en temps réel les cycles de respiration des rongeurs, un
systéme de circulation d’air permettant de délivrer le mélange anesthésique air /isoflurane
et d’extraire Pair expiré et les deux sondes ('H et 3'P).
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Fi1G. 7.4 — Séquence de type PRESS utilisée pour la mesure du pH intracérébral

points, largeur spectrale 5900Hz (86ppm). Les intensités des gradients utilisés sont de
G, =2300Hz.cm™, G, = 3286Hz.cm™ ! et G, = 2879H z.cm™*. Les impulsions d’excita-
tion (2000us, 2300Hz) et de refocalisation (1240us, 2300Hz) étaient de type Hermite. La
calibration des impulsions d’excitation et de refocalisation a été réalisée au préalable sur
un fantome sphérique (@ lem) contenant une solution 1M d’acide phosphorique (H3 PO,
tamponné a pH=7, 1M). Le choix de ce fantome a été justifié par le fait que son volume
était comparable & celui du VOI choisi. Le positionnement de ce fantome lors de la cali-
bration a été réalisé afin de reproduire au mieux le positionnement du cerveau par rapport

aux deux sondes RMN.

Comme nous ’avons vu dans la seconde partie de ce manuscrit, le choix d’une séquence
PRESS pour la détection du signal 3'P cérébral n’est pas le plus optimal, en raison prin-
cipalement du T2 court des métabolites phosphorés. Il aurait été plus pertinent d’utiliser
une localisation par OVS telle que celle réalisée chez le primate. Cependant, le 3 teslas du
SHFJ, sur lequel avaient été implémentés les modules d’OVS, n’était plus en service au
moment ol cette étude a été initiée. Ainsi, ce travail a été réalisé sur le systéme RMN 4
teslas du laboratoire de ’AIM (Pitié Salpétriére). Pour des questions pratiques de temps
et de disponibilités, il ne nous a pas été possible d’implémenter les modules d’OVS sur
ce systeme. Nous avons donc choisi d’utiliser un type de séquence classique déja implé-
menté sur le spectrométre 4 teslas. Une séquence PRESS a été choisie afin de maximiser

le rapport signal sur bruit, parameétre critique dans cette étude.
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Protocole d’acquisition Quatre sessions expérimentales ont été réalisées sur chaque

animal, une session avant implantation (Ctrl), et une session a J1, J3 et J5.

Au début de chaque session, une image de repérage est acquise afin de positionner le VOI
cérébral (type FLASH, TE/TR=3.4/250ms, FOV=80x80mm, matrice 128 x128, 9 coupes
axiales d’épaisseur 2mm) et de le shimmer (~15Hz de largeur & mi-hauteur sur le pic de
I’eau). Puis, au cours de chaque session, deux spectres PRESS 3'P (1024 accumulations,
TA=1h08min) sont acquis successivement. Au vu de la longue durée d’acquisition de
ces spectres, une image de repérage est réalisée entre ’application des deux séquences
PRESS afin de s’assurer de I'immobilité de ’animal au cours de I'expérience. En cas de
faible mouvement, le VOI est repositionné et les procédures de shim réalisées & nouveau.
Les deux spectres ainsi acquis sont ensuite phasés et sommés (aprés rephasage et recalage

en fréquence si mouvement). Enfin, une image anatomique est acquise.

7.1.5 Traitement des données

Pour chaque jour de suivi (Ctrl, J1, J3 et J5), les spectres PRESS 3'P acquis sur les cing
rats sont sommés. Une procédure de zero filling a 2048 points est appliquée a chaque
spectre somme avant quantification par la méthode AMARES sous jJMRUI (Vanhamme
et al., 1997) en utilisant la base de 13 métabolites décrite dans la partie précédente. Les
valeurs des fréquence de résonance et de largeur de raies utilisées pour la quantification
sont reportées dans le Tableau 7.3. Les valeurs de couplage et de contraintes souples ou
dures appliquées dans cette étude sont également celles décrites dans la partie précedente.
Cependant, dans cette étude, aucune contrainte n’a été imposée sur la détermination des
phases d’ordre zéro et d’ordre un et aucune procédure de troncature des premiers points

n’a été réalisée.

Cette méthode de quantification a permis de déterminer les fréquences de résonance du
Pi et de la PCr, ainsi que les écarts-types sur la détermination de ces fréquences. Le pH a
ensuite été calculé a partir de la valeur de I’écart fréquentiel entre Pi et PCr en utilisant

les valeurs suivantes : dy4—=3.23, 04=5.70 et pKa=6.77.
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Métabolite | Delta (ppm) Delta (Hz) LW (ppm) LW (Hz)
PE 6.8 469.00 0.35 24.14
PSer 6.49 447.62 0.32 22.07
PC 6.2 427.61 0.35 24.14

DPG (1) 5.23 360.71 0.15 10.35
DPG (2) 5.71 393.82 0.15 10.35
Pi 4.8 331.06 0.37 25.52
GPE 3.5 241.40 0.4 27.59
GPC 2.9 200.01 0.4 27.59
MP 2.25 155.18 1.62 111.73
PCr 0 0 0.19 13.10

ATP (1) 2.38 164.15 0.36 24.83

ATP (2) -2.68 1184.84 0.36 24.83

ATPa« (1) -7.33 -505.55 0.37 25.52

ATPa (2) 7. -531.76 0.37 25.52
NAD -8.37 -077.28 0.42 28.97

ATPB (1) |  -16.03 -1105.59 0.42 28.97

ATPB (2) |  -16.26 1121.45 0.39 26.90

ATPB (3) -16.49 _1137.32 0.42 28.97

TAB. 7.3 — Les fréquences de résonance (Delta) ainsi que les largeurs de raies (LW) de
chaque lorentzienne intervenant dans la base ont été calculées a partir du T2 et des
constantes de couplage J données dans la littérature (Govindaraju et al., 2000).
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7.2 Reésultats

7.2.1 Suivi des animaux

Un suivi physiologique et comportemental des animaux a été réalisé au cours de I’étude afin
de vérifier 'effet de I'intoxication au 3NP. Avant chaque session d’imagerie, les animaux
ont été pesés. L’évolution du poids des animaux au cours de I’étude est présentée en
Figure 7.5. Au bout de 5 jours post implantation, une perte de poids de ~15% est
mesurée. Dans le modéle étudié, il a empiriquement été déterminé que cette perte de
poids pouvait étre considérée comme un seuil a partir duquel des lésions striatales sont

susceptibles d’apparaitre.
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F1G. 7.5 - Evolution du poids des animaux au cours du protocole d’intoxication
Au bout de cinq jours post implantation, une perte de poids de ~15% est mesurée.

Un suivi comportemental a également été réalisée au cours de ’étude. A J1, aucun chan-
)

gement comportemental n’était visible. A J3, une attitude de prostration associée a une

perte de tonus commencait a apparaitre chez tous les animaux. A J5, les animaux étaient

couchés sur le flanc (recubent) et présentaient des mouvements stéréotypés des pattes
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avants (padling). Une certaine rigidité musculaire était également visible.

7.2.2 Détections de lésions

Sur la Figure 7.6 sont présentées les images anatomiques acquises sur un méme rat
pour chaque jour d’intoxication. Une sonde de surface ayant été utilisée pour 1’émission
RF, il n’a pas été possible d’obtenir un niveau de signal homogéne sur ’ensemble du
cerveau. Cependant, I’essentiel du VOI détecté en PRESS présente un signal relativement
homogéne. Aucune lésion corticale ou striatale n’est visible entre JO et J3. A J5 cependant,
un hypersignal T2 massif, caractéristique d’une lésion cérébrale, est visible au niveau des

deux striata.

7.2.3 Mesure du pH cérébral

Un exemple de spectre somme acquis & J1 est présenté en Figure 7.7 (b). La quantifica-
tion de ce méme spectre somme est présentée en Figure 7.8. Le Tableau 7.4 présente
les valeurs de fréquences et de pH déterminées par la méthode AMARES pour chaque
jour de suivi. La Figure 7.9 représente I’évolution du pH cérébral en fonction des jours
de suivi.
Jour oPi )PCr J(Pi-PCr) pH
JO  4.9240.034 0.00£0.003 4.89+0.034 7.08=£0.03
J1  4.964+0.028 0.01+£0.003 4.93+0.028 7.11+£0.02

J3  5.02+0.025 0.00£0.003  5.00£0.025 7.1740.02
J5  4.97+0.027 -0.01£0.003 4.94+0.027 7.12£0.02

TAB. 7.4 — Valeurs des fréquences de résonance du Pi (0Pi), de la PCr (6PCr) et du pH
intracérébral (moyenne + écart-type) déterminées par la méthode AMARES pour chaque
jour de suivi.
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Ctri

J1

J3

J5

FiGc. 7.6 — Images RARE 2D acquises au cours du protocole d’intoxication Une
coupe axiale passant par le striatum est ici représentée. Les images controles (Ctrl) et
acquises a J1 et J3 sont similaires. Par contre, sur 'image acquise a J5, deux hypersignaux
T2 massifs, caractéristiques de 1ésions cérébrales, sont visibles au niveau des deux striata.
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FIG. 7.7 — (a) Positionnement du VOI de 560uL et positions respectives des sondes 'H et
3P (b) Spectre PRESS acquis a J1 (somme sur les cing rats) (lissage lorentzien 35Hz).
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F1G. 7.8 — Quantification par AMARES Spectre PRESS (a) sommé sur les cinq rats
au jour d’intoxication J1 (lissage lorentzien 35Hz) et décomposition utilisant la base dédiée
sous AMARES : (b) Résonances du Pi et de la PCr, (c) Résonances de I’ATP et des DN,
(d) Résonances des P (PE et PC) et des GP (GPE et GPC), (e) Résonances de la PSer,
du DPG et des MP, (f) Résidu.
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F1G. 7.9 — Evolution du pH au cours du protocole d’intoxication Une augmentation
significative du pH intracérébral est détectée entre JO et J3. Cette augmentation est suivie
d’une faible diminution a J5, jour auquel des lésions striatales ont pu étre détectées.
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7.3 Discussion

Augmentation significative du pH cérébral Cette étude permet de mettre en évi-
dence une augmentation significative du pH cérébral entre JO et J3, suivie d’une faible
diminution & J5. Ainsi, des variations de pH intracérébral peuvent étre détectées avant ap-
parition de lésions. Au vu de la significativité de cette étude de groupe, nous nous sommes
alors demandé s’il était possible d’étudier les variations de pH individuelles sur chacun des
cing animaux. Les spectres individuels ont donc été quantifiés par la méthode AMARES
sous jJMRUI. Afin d’éliminer les spectres individuels a trop faible rapport signal sur bruit,
un critére de sélection a été choisi. Ainsi, tous les spectres pour lesquels I’écart-type sur
la valeur de pH était supérieure a 1% ont été écartés. Pour tous les spectres restants, les
valeurs de pH sont reportées dans la Figure 7.10. Cette figure permet de montrer qu’une

augmentation significative de pH a J3 peut étre détectée pour un individu.
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FiGg. 7.10 — Valeurs individuelles du pH intracérébral Pour chaque jour de suivi,
seulement trois spectres individuels présentaient un rapport signal a bruit suffisant. Le
numéro de I'animal pour qui la valeur de pH a pu étre déterminée est indiqué a l'intérieur
de chaque barre.
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Sensibilité de mesure du pH La largeur spectrale des spectres PRESS 3'P étant de
5900Hz et le nombre de points acquis étant de 1024 points, la résolution digitale obtenue
sur un spectre PRESS est de &~ 6Hz par point. Or la plus grande variation de pH détectée
est du méme ordre de grandeur que la résolution digitale puisqu’elle correspond a une
variation de ~ 8Hz de la fréquence du Pi. Cependant, il faut souligner que la largeur
de raie du Pi est de =~ 40Hz, ce qui correspond a environ 7 points d’échantillonnage. La
détermination de la fréquence centrale de la résonance du Pi, et donc du pH, étant issue
de la modélisation de la résonance totale du Pi par une raie lorentzienne, la mesure du
pH est effectuée avec une bonne sensibilité, comme en atteste I’écart-type trés faible sur

les valeurs de pH (=0.3%).

Localisation du signal Afin de minimiser 'artéfact de déplacement chimique, la fré-
quence de la porteuse a été centrée entre les résonances du Pi et de la PCr au cours
de chaque session expérimentale, c’est-a-dire & ~165 Hz de chacune de ces résonances.
Ainsi, sachant que les valeurs des gradients appliqués lors de la séquence PRESS sont de
G, =2300Hz.cm™, G, = 3286Hz.cm™ ! et G, = 2879H z.cm™ !, I'artéfact de localisation
di au déplacement chimique sur les résonances du Pi et de la PCr est de 0.7mm dans la
direction X, 0.5mm dans la direction Y et 0.6mm dans la direction Z (Figure 7.11). La

mesure du pH est donc effectivement une mesure cérébrale.

Cependant, il faut noter que 'artéfact de localisation di au déplacement chimique est
plus important sur les autres métabolites (environ 0.5cm dans les trois directions pour
I’ATP(3, environ 0.2cm pour la PE). Ceci explique que le profil métabolique obtenu sur
les spectres PRESS 3!'P ne soit pas un profil typiquement cérébral, mais un mélange de
profil musculaire et cérébral. La région du Pi présente un profil majoritairement cérébral,
les résonances de PE, PC, GPE et GPC ayant en effet une amplitude comparable a
celle du Pi (faible artefact de déplacement chimique sur ces résonances). Cependant,
les amplitudes élevées des résonances de I’ATP plaident en faveur d’une contamination
musculaire dans cette région spectrale. Il faut également noter que 'amplitude de la
résonance de la PCr est élevée. Une contamination musculaire au signal de la PCr n’est
donc pas a exclure. Cependant, la PCr étant environ huit fois plus concentrée dans le
muscle que dans le cerveau, une faible contamination musculaire suffirait a expliquer une

augmentation importante de 'amplitude de la PCr (Jensen et al., 2002, Hamilton et al.,
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Fi1G. 7.11 — Artéfact de localisation dii au déplacement chimique La fréquence de
la porteuse a été centrée entre les résonances du Pi et de la PCr, c’est-a-dire & ~165 Hz
de chacune de ces résonances. L’artéfact de localisation di au déplacement chimique sur
les résonances du Pi et de la PCr est donc de 0.7mm dans la direction X, 0.5mm dans la
direction Y et 0.6mm dans la direction Z. Les positions des VOI dans lesquels le signal
du Pi et de la PCr ont été effectivement acquis sont ici représentés.

2003b, Boska, 1994, Doyle et al., 1997, Hetherington et al., 2001, Potwarka et al., 1999). La
fréquence de résonance de la PCr étant indépendante des variations de pH physiologique
dans une large gamme (pKa=4.30), cette possible contamination n’a pas d’incidence sur

la détermination du pH.

Précocité des variations de pH Aucune lésion cérébrale majeure (visible en IRM)
n’a pu étre détectée au cours des trois premiers jours post implantation. A J5 cependant,
des lésions striatales importantes ont pu étre détectées chez les cinq animaux. Ainsi, les
variations de pH observées entre JO et J3 sont antérieures a ’apparition de lésions. Le pH
intracérébral apparait donc comme un biomarqueur intéressant car permettant une mise

en évidence précoce de la pathologie, avant apparition de la neurodégénérescence.

Corrélation avec inhibition de la SDH Le modéle animal utilisé dans cette étude
présente l'avantage d’avoir été tres largement caractérisé au niveau biochimique par

I’équipe d’E. Brouillet au SHFJ. En particulier, une étude des modifications d’activité
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du complexe II de la chaine respiratoire (SDH), cible spécifique du 3NP, a été conduite
en 2003 sur ce méme modeéle au cours d’intoxications chroniques identiques a celle réa-
lisée dans cette étude, et également au cours d’intoxications aigiies (Bizat et al., 2003a,
Brouillet et al., 2005). Lors de cette étude, cette équipe a montré que, pour un proto-
cole d’intoxication donné, I'inhibition de la SDH présente un évolution reproductible dans
le temps. Sachant que, dans notre étude, au jour 5 post implantation les animaux pré-
sentaient des symptomes moteurs importants et que, au méme jour, des lésions striatales
majeures ont pu étre détectées, il est possible de dire que nous nous trouvons dans le méme
cas de figure. Par conséquent, les variations de pH observées dans notre étude peuvent
étre comparées avec ’évolution de U'inhibition de la SDH observées par Bizat et al. (Bi-
zat et al., 2003a). La Figure 7.12 présente les courbe d’inhibition de la SDH mesurées
dans les modéles aigus et chroniques d’intoxication au 3NP. Dans le modéle chronique,
I'inhibition de la SDH atteint ~ 65% a J3 et reste constante par la suite (moyenne sur 6

animaux) (Bizat et al., 2003a).
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F1Gg. 7.12 — Inhibition de ’activité de la SDH corticale dans les modéles aigus
et chroniques. Dans le modéle chronique, I'inhibition de la SDH atteint ~ 65% a J3 et
reste constante par la suite (moyenne sur 6 animaux). D’aprés Bizat et al., 2003a.

En premier lieu, il apparait clair que les courbes d’inhibition de la SDH (Figure 7.12) et
de variations de pH (Figure 7.9) présentent la méme allure globale : augmentation entre
JO et J3-J4 puis tassement voire légére diminution. L’évolution de I'inhibition de la SDH

semble donc étre corrélée aux variations de pH intracérébral mesurées dans notre étude.
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Il est alors intéressant d’essayer d’interpréter ces variations en termes biochimiques. Dans

le modéle d’intoxication chronique, la cascade biochimique conduisant a la mort cellulaire

(voie apoptotique), caractérisée par 1’équipe de E. Brouillet, peut se résumer comme suit :

— a J2-J3, aucune lésion cérébrale n’est visible par microscopie. Une étude de la com-
position cellulaire réalisée par western blot a permis de montrer que le cytochrome C
passe du compartiment mitochondrial au compartiment cytoplasmique a ce moment de
I’intoxication.

— a J3-J4, il a été montré que la caspase 9, molécule participant a la cascade apoptotique,
est activée. Ceci signifie qu’a ce moment de l'intoxication, il y a formation d’un apop-
tosome, c’est-a-dire d’'un complexe moléculaire formé d’une molécule de cytochrome C,
d’une molécule de caspase 9, d’'une molécule d’Apafl (Apoptotic protease activating
factor 1), et d’'une molécule d’ATP. La concentration élevée d’apoptosome laisse penser
que la concentration en ATP cytosolique doit étre maintenue a ce stade de I'intoxication.
A ce stade, la calpaine est également active.

— a Jb, il n’y a pas accumulation de caspase 3, molécule activée par la caspase 9 au cours
de la voie apoptotique intrinseque. Ceci signifie que la calpaine clive le site actif de
la caspase 3 et la détruit. Une autre voie apoptotique, probablement induite par des
modifications de concentrations calciques, induit donc la mort cellulaire et des lésions
apparaissent.

Ainsi, au moment ou la variation de pH la plus significative est mesurée, les phénoménes

suivants sont observés : la concentration d’ATP n’est pas modifiée, la chaine respiratoire

est inhibée, le cycle de Krebs est inhibé, le pH augmente. Il est donc trés difficile d’at-
tribuer 'augmentation de pH a un phénomeéne simple. Cette augmentation traduit une
modification de I'état d’équilibre cellulaire dans son ensemble. Au vu des constatations
énoncées ci-dessus, une hypothése permettant d’expliquer ’augmentation de pH peut étre
formulée. Selon cette hypothése, afin de maintenir le stock d’ATP nécessaire a la for-
mation d’apoptosome, un mécanisme compensatoire ne mettant en jeu ni le glucose ni
le succinate permettrait de transférer des molécules protonnées (coenzymes réduits par
exemple) du compartiment cytosolique au compartiment mitochondrial. Ce transfert ré-
sulterait en une augmentation instable de la concentration mitochondriale en protons et,
paralléelement, en une diminution de la concentration cytoplasmique en protons, et donc
a une alcalinisation cytoplasmique visible par RMN. Cette hypothése n’est bien entendu

valable que si la résonance du Pi visible sur les spectres *'P provient majoritairement
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du Pi intracellulaire. Une étude approfondie doit maintenant étre réalisée afin de tenter

d’interpréter au mieux les variations de pH mesurées dans cette expérience.
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7.4 Conclusion

Dans cette étude portant sur un modéle de rat intoxiqué au 3NP, un protocole d’intoxica-
tion chronique permettant le suivi de rongeurs sur cing jours avant apparition de lésions
cérébrales a été mis en oeuvre. Afin d’effectuer une mesure localisée de pH intracérébral
a 4 teslas, une méthode d’acquisition basée sur une séquence PRESS a été utilisée en un

temps d’examen compatible avec I’anesthésie (= 3 heures).

D’un point de vue neurobiologique, cette étude a permis de montrer que des variations
de pH intracérébral pouvaient étre détectées avant apparition de lésions dans ce modéle
3NP. Le pH intracérébral serait donc un biomarqueur métabolique, précoce et pertinent

de la neurodégénérescence.
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Conclusion générale

L’objectif général de ce travail de thése a été d’évaluer le potentiel de la spectroscopie

RMN du 3'P pour l'investigation du métabolisme énergétique cérébral in vivo.

Au cours de la premiére étape de ce travail, une étude de neuroimagerie multimodalités
a été conduite sur trois primates sains. Dans cette étude, la mesure de Varp par la
méthode de transfert de saturation a été validée en conditions physiologiques normales
par comparaison avec la mesure de la vitesse du cycle de Krebs Vrca cérébrale et la
mesure de consommation de glucose CMRglc, respectivement obtenues par spectroscopie
RMN du C et par TEP aprés injection de F-FDG. Ce travail présente la premiére
mesure cérébrale de Varp utilisant une séquence spectroscopique localisée. De plus, en
combinant trois techniques majeures de neuroimagerie métabolique (spectroscopie RMN
du *'P, spectroscopie RMN du *C et "®F-FDG TEP), nous avons pu proposer la premiére
validation directe de la mesure de Varp par la méthode de transfert de saturation. Enfin,
la connaissance des trois flux cataboliques majeurs nous a permis de dresser un blian
énergétique de la respiration cellulaire et d’évaluer le rendement énergétique global in
viwo. Cette étude a ainsi permis d’obtenir une vision intégrée du métabolisme énergétique
cérébral et concrétise de nombreuses années de recherches menées au sein de 'UIIBP au
SHFJ.

La seconde étape de ce travail de thése a consisté a évaluer le potentiel de la spectroscopie
RMN du *'P pour I’étude de la neurodégénérescence dans le cas particulier de la maladie
de Huntington. Lors d’une premiére étude exploratoire conduite sur une cohorte de pa-
tients HD, nous avons choisi de mesurer (i) les concentrations en métabolites phosphorés,
(ii) le pH et (i) la vitesse de synthése d’ATP dans le cerveau de ces patients, et ce en

30 minutes environ, sur un systéme RMN clinique 3 teslas. Trois résultats principaux ont
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été obtenus. En premier lieu, nous avons pu montrer que 1’homéostasie métabolique en
composés phosphorés est maintenue dans le cerveau des patients HD, et ce malgré le stade
avancé de la pathologie caractérisé par une atrophie cérébrale importante. En second lieu,
nous avons mis en évidence une augmentation significative du pH intracérébral chez les
patients HD, alcalinisation qui semble étre corrélée avec les scores cliniques moteurs de
I’échelle UHDRS. Enfin, en dépit de nombreux efforts, nous n’avons pas pu réaliser une
mesure absolue de la vitesse de synthése d’ATP cérébrale. Le compromis entre maximisa-
tion du rapport signal sur bruit et temps d’acquisition raisonnable ne nous a en effet pas
permis d’obtenir une sensibilité suffisante a la détermination absolue de Varp. De plus, la
présence d’une ligne de base importante sur les spectres 3'P a entravé les procédures de
quantification. Contrairement a nos attentes, nous n’avons donc pas pu mettre en évidence
une diminution significative de Varp entre les groupes de patients HD et de controles,

méme si une tendance a la baisse semble exister.

Ayant dans ’étude précédente mis en évidence des variations significatives de pH cérébral
dans le groupe de patients HD, nous avons voulu vérifier si ces variations pouvaient étre
détectées précocement, c’est-a-dire avant apparition de lésions. Ainsi, la derniére étape
de ce travail de thése a consisté a mesurer le pH intracérébral sur un modéle rongeur de
la MH (rats intoxiqués au 3NP de fagon chronique). Une augmentation significative de
pH a été mise en évidence avant apparition de lésions striatales, confirmant ’'intérét de la

mesure du pH pour le suivi précoce de la MH.

Au vu des résultats énoncés ci-dessus, nous allons dans les paragraphes suivants proposer

quelques perspectives a ce travail.

Concernant la mesure de la vitesse de synthése d’ATP cérébrale, la méthode de transfert
de saturation permet effectivement d’obtenir une mesure quantitative et métaboliquement
fiable de Varp lorsqu’elle est réalisée a I’aide d’une séquence localisée (pas de contamina-
tion musculaire ni de ligne de base importante). Cependant, au vu de la faible sensibilité
de cette méthode, il est nécessaire d’effectuer un nombre extrémement important de ses-
sions expérimentales afin d’obtenir une valeur précise a ~ 30% (25 heures d’acquisition au
total dans notre étude sur primate). Par conséquent, cette méthode, méme si elle présente
un intérét majeur pour la recherche fondamentale, ne peut a ce jour pas étre utilisée chez

I’lhomme sur un systéme clinique, en dépit d’adaptations visant a maximiser le rapport
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signal sur bruit (pas de localisation spectroscopique, acquisition sur cerveau entier). La
solution future réside surement dans 'utilisation de systémes RMN & haut champ ma-
gnétique (7 teslas) et de sondes multicanaux adaptées, qui permettraient d’augmenter le
rapport signal sur bruit accessible. Rappelons de plus que 'augmentation du temps de
relaxation longitudinal du Pi & haut champ (3.5s & 7T wvs. 2s & 3 teslas) est un avan-
tage supplémentaire a 'utilisation de la méthode de transfert de saturation. Il serait donc
envisageable a haut champ de réaliser des mesures de Varp localisées a un voxel unique
(monovoxel) ou a plusieurs voxels (imagerie spectroscopique CSI). Cependant, notons que
les techniques spectroscopiques monovoxels devront faire face a certaines limitations : dé-
pot de puissance important dans le cas d’une localisation par OVS, relaxation T2 tres
rapide dans le cas de localisations spectroscopiques classiques (PRESS, STEAM...). Les
techniques d’imagerie spectroscopique seraient quant a elles limitées par le faible rapport
signal sur bruit, méme s’il est envisageable d’utiliser des voxels de volume important.
Ainsi, la mesure de Varp cérébrale n’est a ce jour pas envisageable sur un systéme cli-
nique en un temps d’examen raisonnable, mais des développements futurs (haut champ,
sonde multicanaux) pourraient rendre cette mesure accessible. Il serait ainsi intéressant
dans une étude future de tenter de confirmer la tendance a la baisse de Varp mesurée

dans le cerveau des patients HD.

La mesure de pH intracérébral par spectroscopie RMN du ®'P représente a nos yeux une
méthode d’avenir pour I’évaluation du métabolisme énergétique cérébral. En effet, nous
avons montré qu’il était possible de réaliser une mesure du pH cérébral a 3 teslas sur un
individu en ~ 5 minutes. De plus, les variations de pH semblent étre des biomarqueurs
intéressants de la neurodégénérescence dans la MH, ces variations pouvant étre détec-
tées & un temps précoce, c’est-a-dire avant apparition de lésions. Dans un futur proche,
il serait intéressant de confirmer ce résultat en réalisant des mesures de pH cérébral sur
une cohorte de patients HD pré-symptomatiques. Ceci pourrait permettre de vérifier si
une alcalinisation cérébrale est visible avant apparition de lésions et si le degré d’alca-
linisation peut permettre de prédire la date de survenue des premiers symptomes et/ou
de la neurodégénérescence. Dans un tel cas, le pH cérébral serait effectivement un bio-
marqueur précoce permettant de déterminer le stade d’avancement de la pathologie, et
la connaissance du pH cérébral pourrait représenter une aide diagnostique pertinente.

Concernant les développements méthodologiques, il serait intéressant de réaliser des car-
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tographies du pH cérébral a haut champ magnétique (7T). En effet, au vu de la sensibilité
importante de la mesure de pH a 3 teslas (mesure individuelle en 5 minutes), il est parfai-
tement envisageable de réaliser une image spectroscopique 2D (CSI) puis de déterminer
par quantification automatique les différences de déplacement chimique entre Pi et PCr
dans chaque voxel. Une cartographie pH dérivée de la connaissance des déplacements chi-
miques pourrait ainsi permettre de mettre en évidence des zones "chaudes" dans lesquelles

le pH serait significativement plus faible ou plus élevé que dans le reste du cerveau.

L’ensemble de ce travail de thése a bénéficié de développements méthodologiques, et

parfois méme d’acquisitions, effectués par d’autres doctorants au laboratoire. Je voudrais

conclure ce manuscrit en résumant le détail de mes contributions au travail présenté dans

ce manuscrit :

— TEP ®F-FDG chez le primate : acquisition des données et traitement.

~ RMN du '3C chez le primate : acquisition des données et traitement (mise au point de
la séquence par F. Boumezbeur et J. Valette).

~ RMN du 3'P chez le primate : acquisition d’une partie des données et traitement (mise
au point de la séquence par J. Valette).

— RMN du 3'P chez I'homme : acquisition d’une partie des données et traitement (mise
au point de la séquence par J. Valette et H. Bataille).

— RMN du 3!'P chez le rongeur : mise au point de la séquence, acquisition des données et
traitement.

Nous espérons que ’ensemble des résultats contenus dans cette thése pourra permettre

au lecteur d’avoir une vision d’ensemble des possibilités qu’offre la spectroscopie RMN du

31P pour I'étude du métabolisme énergétique cérébral. Nous espérons également que les

axes de recherches étudiés au cours de cette thése pourront étre développés et approfondis

dans de futures études.
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Annexe A : Résumé

La mesure de flux métaboliques cérébraux, en particulier de ceux participant au méta-
bolisme énergétique, présente un intérét majeur autant d’un point de vue fondamental,
pour la compréhension des réactions biochimiques et de leur couplage, que d'un point de
vue clinique, pour la mise a jour de biomarqueurs d’évolution des pathologies neurodé-
génératives et la détermination des mécanismes déficients sous jacents. Ainsi, au cours
des derniéres décennies, des techniques de neuroimagerie atraumatiques et non invasives
permettant la mesure de flux métaboliques cérébraux, parmi lesquelles la tomographie
par émission de positrons (TEP) et la spectroscopie par résonance magnétique nucléaire
(SRM), ont connu un développement considérable. Plus particuliérement, la SRM du 3'P
présente la caractéristique et ’avantage de permettre la mesure directe du flux cérébral
de synthese d’ATP, et ce sans injection de précurseur marqué. Cependant, cette approche
apparait encore a ce jour un défi méthodologique et des études de validation complémen-
taires restent nécessaires afin de démontrer la pertinence de la SRM du 3!'P pour la mesure

de la synthése énergétique cérébrale.

Dans ce contexte, une étude de neuroimagerie multimodale, basée sur 'utilisation de
nouvelles techniques de neuroimagerie, a été menée afin de permettre, dans un méme
temps, d’obtenir une vision intégrée du métabolisme énergétique cérébral et de valider
la méthode de transfert de saturation par SRM du *'P comme une méthode de mesure
robuste et quantitative de la synthése d’ATP cérébrale. Plus précisement, la consom-
mation régionale de glucose CMRgle, la vitesse du cycle de Krebs (Vrca) et la vitesse
de synthése d’ATP (Varp) ont été mesurées dans le cerveau de primate sain respecti-
vement par PET BF-FDG, SRM du '3C et transfert de saturation par SRM du 3'P.
Ces trois mesures complémentaires, réalisées dans une zone cérébrale définie chez les

mémes animaux en conditions physiologiques identiques, ont conduit aux résultats sui-
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vants : CMRgle= 0.27 & 0.07umol.g L.min™t, Vyca = 0.63 &£ 0.12umol.g~L.min~! et
Varp = 7.8 £ 2.3pumol.g~t.min~'. La cohérence de ces trois flux avec les valeurs rappor-
tées dans la littérature, mais surtout leur cohérence I'un par rapport a ’autre, a permis

de valider la méthode de transfert de saturation par SMR du *'P pour la mesure directe

de la synthése d’ATP cérébrale.

Cette étape de validation ayant été conduite, I'intérét de la technique de transfert de sa-
turation a, dans un deuxiéme temps, été évalué en clinique sur une population de patients
atteints de la maladie de Huntington (MH). Une attitude exploratoire a été adoptée,
dans laquelle les concentrations en métabolites phosphorylés, le pH cérébral et la vitesse
de synthése d’ATP ont été évalués. Cette étude a permis en premier lieu de mettre en
évidence un maintien de I'homéostasie métabolique chez les patients Huntington (HD),
en particulier en ATP, Pi et PCr, et ce malgré une atrophie cérébrale importante. Une
diminution de la vitesse de synthése d’ATP cérébrale a également été observée chez ces
patients. Cependant, au vu de la faible sensibilité de la méthode de transfert de satura-
tion par SRM du *'P, la significativité de cette diminution n’a pu étre établie. Enfin, une
augmentation significative du pH cérébral a été mesurée chez les patients HD relative-
ment aux controles. Cette alcalinisation cérébrale, pour la premiére fois mesurée dans la
MH, présentait de plus une corrélation avec les scores cliniques moteurs évalués chez les
patients HD, démontrant I'intérét potentiel de la mesure de pH cérébral pour le suivi de

la pathologie.

Au vu de ce résultat, une étude visant a évaluer la précocité des variations de pH associées
ala MH a été réalisée sur un modele rongeur au cours d’une intoxication chronique a ’acide
3-nitropropionique (3NP), neurotoxine mitochondriale. Cette étude a permis de mettre en
évidence une augmentation significative du pH cérébral précédant I’apparition de lésions
striatales, démontrant la potentialité du pH cérébral comme biomarqueur précoce de
la MH. Au niveau biochimique, il a été montré que variations de pH et pourcentages
d’inhibition de la succinate déshydrogénase (SDH), cible spécifique du 3NP, présentaient
la méme évolution temporelle au cours du protocole d’intoxication. Des hypothéses sur les
mécanismes biochimiques sous jacents ont alors été proposées afin de tenter d’expliquer

les variations de pH cérébral mesurées dans cette étude.
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Annexe B : Publications

Ce travail de thése a fait ’objet des publications suivantes :

Article

M. Chaumeil, J. Valette, M. Guillermier, E. Brouillet, F. Boumezbeur, A.-S. Herard,
G. Bloch, P. Hantraye, V. Lebon, Multimodal neuroimaging provides a highly consistent
picture of energy metabolism, validating > P MRS for measuring brain ATP synthesis,

Proceedings of the National Academy of Sciences (PNAS), article sous presse.

Communication orales et aflichées

M. Chaumeil, J. Valette, M. Guillermier, A. S. Hérard, G. Bloch, P. Hantraye, et V.
Lebon, Combination of ** FDG-PET, 1C MRS and > P MRS provides a highly consistent
picture of brain energy metabolism, from glucose breakdown up to ATP synthesis, in Pro-
ceedings 15" ISMRM Scientific Meeting and Exhibitions, Berlin, 2007. Communication

orale.

M. Chaumeil, H. Bataille, J. Valette, E. Brouillet, V. Gaura, A. C. Bachoud-Levi, P.
Krystkowiak, C. Verny, P. Damier, A. Rialland, G. Bloch, P. Hantraye, P. Remy, et V.
Lebon, ** P MRS of the brain supports the mitochondrial hypothesis for Huntington disease,
revealing altered ATP synthesis, pH increase and stable ATP level, in Proceedings 15"
ISMRM Scientific Meeting and Exhibitions, Berlin, 2007. Communication affichée.

J. Valette, M. Chaumeil, H. Bataille, P. Hantraye, et V. Lebon, Pulse-acquire ** P MRS
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allows to measure brain ATP synthesis in humans at 3 Tesla, in Proceedings 15" ISMRM

Scientific Meeting and Exhibitions, Berlin, 2007. Communication orale.

M. Chaumeil, H. Bataille, J. Valette, E. Brouillet, V. Gaura, A. Rialland, A.-C. Bachoud-
Levi, P. Krystkowiak, C. Verny, P. Damier, G. Bloch, P. Hantraye, P. Remy et V. Lebon,
La spectroscopie RMN du ! P étaye Uhypothese d’un déficit énergétique mitochondrial dans
la maladie de Huntington, in Proceedings 12°™¢ congrés GRAMM, Lyon, 2008. Commu-

nication orale.
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